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EL FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN Tbx20 REGULA SELECTIVAMENTE LA 
EXPRESIÓN DE LOS CANALES CARDIACOS hERG Y LA DENSIDAD DE LA IKr. 
POSIBLE IMPLICACIÓN DEL GEN TBX20 EN EL SÍNDROME DE QT LARGO 
 
INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 
 
El Síndrome QT Largo (SQTL) es un síndrome arritmogénico primario hereditario que 
comprende un grupo de trastornos de la repolarización cardiaca caracterizados por una prolongación 
excesiva y heterogénea del potencial de acción (PA) lo que se manifiesta en el electrocardiograma 
como una prolongación del intervalo QT. Por lo general, las manifestaciones clínicas ocurren en 
niños y adultos jóvenes con corazones estructuralmente normales y se asocian al desarrollo de 
arritmias ventriculares que pueden progresar a taquicardia ventricular polimórfica (TV) conocida 
como torsade de pointes (TdP), fibrilación ventricular y muerte súbita cardiaca (MSC). 
El SQTL presenta una penetrancia baja y una amplia variabilidad fenotípica entre aquellos 
miembros de familias que portan una misma mutación, lo cual puede ser parcialmente atribuido a la 
presencia de modificadores genéticos adicionales. Actualmente se han identificado hasta 17 genes 
asociados con formas autosómicas dominantes de SQTL. De todas ellas, las más frecuentes (75-
90% de los casos) son el SQTL tipo 1 (SQTL1), tipo 2 (SQTL2) y tipo 3 (SQTL3), asociados a 
mutaciones en los genes KCNQ1, KCNH2 y SCN5A, respectivamente. 
El gen KCNH2 codifica la subunidad α de los canales Kv11.1 o hERG (human ether-à-go-go 
related gene) responsables de generar el componente rápido de la corriente de salida de K+ con 
rectificación tardía (IKr) en el miocardio humano. Dicha corriente determina la repolarización 
durante la fase 3 del PA y juega un papel crítico en el control de la duración del PA (DPA) y del 
periodo refractario cardiacos. Se han identificado hasta 500 mutaciones diferentes en el gen KCNH2 
que dan lugar a la pérdida de función del canal y están asociadas al SQTL2.  
El gen TBX20 codifica el factor de transcripción Tbx20 perteneciente la familia de factores T-
box implicados en la regulación de la expresión génica durante el desarrollo embrionario. En el 
hombre, como en el resto de vertebrados, Tbx20 juega un papel muy importante en la cardiogénesis. 
Diversos estudios han asociado la presencia de mutaciones en el gen TBX20 con la aparición de 
diferentes tipos de malformaciones congénitas cardiacas, incluyendo anomalías en el septo 
interauricular e interventricular, de la válvula mitral, foramen oval permeable (FOP), tetralogía de 
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Fallot, defectos del septo auriculoventricular y cardiomiopatía dilatada (CMD). En organismos 
menos evolucionados como el ratón o las moscas del género Drosophila, la expresión de Tbx20 no 
se encuentra restringida sólo a la etapa embrionaria, sino que también regula la homeostasis 
cardiaca en la etapa adulta. Sin embargo, actualmente se desconoce si en el miocardio adulto 
humano ocurre de igual manera.  
En colaboración con la Unidad de Arritmias del Hospital la Paz y en el contexto del consorcio 
ITACA (Investigación Traslacional de Arritmias Cardiacas hereditArias) se identificó a un varón 
(caso índice) perteneciente a una familia española de origen africano que había sufrido un síncope y 
había sido diagnosticado de SQTL tipo 2. Cuatro mujeres de la familia habían sufrido MSC, dos de 
las cuales fallecieron siendo muy jóvenes. La variabilidad en la penetrancia y expresividad del 
SQTL en dicha familia hacía suponer que los condicionantes genéticos subyacentes eran muy 
complejos. Por tanto, el OBJETIVO PRINCIPAL de la presente TESIS DOCTORAL es analizar 
funcionalmente la o las mutaciones de las que eran portadores el caso índice y los familiares 
afectados así como identificar el mecanismo electrofisiológico celular responsable en el desarrollo 




 El genotipado mediante técnicas de secuenciación masiva de última generación del caso 
índice permitió identificar tres mutaciones en los genes KCNH2, TBX20 y KCNN3. Las dos 
primeras codificaban los canales hERG p.T152HfsX180 y el factor de transcripción Tbx20 
p.R311C, respectivamente. La mutación c.-66A>G afectaba a la región promotora del gen KCNN3. 
El análisis electrofisiológico de los canales hERG p.T152HfsX180 expresados en células de 
ovario de hámster chino (CHO) demostró que los canales mutados per se no generaban corriente. 
Este resultado era coherente con el hecho de que los canales p.T152HfsX180 son un péptido de 332 
aminoácidos de los que sólo 152 coinciden con los de la proteína nativa (WT) de 1159 aminoácidos. 
Sin embargo, sorprendentemente, dicho péptido es capaz de ejercer un efecto chaperona sobre 
canales hERG WT, aumentando la expresión de éstos en la membrana así como la corriente 
generada tanto en células CHO como HL-1 (IhERG e IKr, respectivamente). De hecho, la co-
transfección de canales hERG WT + hERG p.T152HfsX180 genera una corriente cuya densidad, 
cinética y características dependientes de voltaje son indistinguibles de las de la corriente generada 
por los canales hERG WT solos. Como consecuencia, la presencia de la mutación no altera la 
duración de los PAs como se pudo demostrar mediante un modelo matemático del PA ventricular 
humano.  
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El efecto de Tbx20, tanto WT como p.R311C, sobre la expresión de los diferentes genes que 
codifican los canales iónicos cardiacos fue analizado mediante los correspondientes estudios 
electrofisiológicos en células HL-1, miocitos ventriculares de rata adulta, y en hiPSC-CMs, así 
como en experimentos de western blot (WB) y de detección de actividad luciferasa. Los resultados 
obtenidos demuestran que Tbx20 WT ejerce un efecto pro-transcripcional sobre el gen KCNH2, 
aumentando la expresión de los canales hERG y la densidad de la IKr generada por éstos. Por el 
contrario, Tbx20 p.R311C se une al promotor mínimo humano del gen KCNH2 pero carece por 
completo de actividad pro-transcripcional. Por consiguiente, su presencia da lugar a una 
disminución en la expresión de los canales hERG y de la IKr. Esta disminución de la IKr es 
responsable de la prolongación significativa de la duración de los PAs registrados tanto en hiPSC-
CMs como de los simulados a partir del modelo matemático del PA ventricular humano. Ninguna 
de las formas de Tbx20 (ni WT ni mutado) es capaz de regular la expresión de los canales iónicos 
que generan la IKs, If e INa en células HL-1, la IK1 en miocitos ventriculares de rata o la ICa,L en 
hiPSC-CMs. 
 El gen KCNN3 codifica los canales de potasio de baja conductancia activados por Ca2+ tipo 3 
(SK3). A pesar de que estos canales se han localizado tanto en el tejido auricular como ventricular 
su papel en condiciones fisiológicas es desconocido, habiéndose propuesto que su expresión 
aumentaría en pacientes con fibrilación auricular crónica. El análisis funcional de la mutación c.-
66A>G en el promotor del gen KCNN3 mediante la detección de la actividad luciferasa en células 
HL-1, demostró que dicha variante suprime completamente la transcripción del gen, generando 
haploinsuficiencia en aquellos sujetos portadores. Tbx20 WT, pero no Tbx20 p.R311C, es capaz de 
ejercer un efecto pro-transcripcional sobre el gen KCNN3 WT pero no cuando el promotor presenta 
la mutación. Como se ha mencionado, estudios previos han demostrado que, en condiciones 
fisiológicas, el tratamiento con apamina (bloqueante selectivo de canales SK3) no modifica la DPA 
en preparaciones tanto auriculares como ventriculares de diferentes especies, incluyendo el hombre. 
De hecho, el análisis electrofisiológico de la ISK3 registrada en células CHO transfectadas con los 
canales SK3 al aplicar un protocolo de pulsos con morfología de PA ventricular humano, confirma 
que la dependencia de tiempo de la conductancia de estos canales es muy similar a la de la 
morfología del PA, sugiriendo que la relación de la conductancia con el potencial de membrana es 
lineal. Estos resultados, junto con los ya obtenidos por otros autores, confirman que la corriente 
generada por los canales SK3 no participa en la fase de repolarización del PA ventricular cardiaco.  
 De todos estos resultados podemos concluir que la presencia conjunta de las mutaciones en los 
genes KCNH2 y TBX20 es probablemente responsable del SQTL que afecta al caso índice y al resto 
de los familiares. Dado que Tbx20 regula de forma selectiva la expresión de los canales cardiacos 
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hERG, parece razonable proponer que el gen TBX20 puede actuar como “gen modulador” de la 




Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral nos permiten concluir: 
  
1. En el caso índice de una familia con SQTL tipo 2 identificamos mediante métodos de 
secuenciación masiva tres mutaciones en heterozigosis (p.T152HfsX180, p.R311C y c.-
66A>G) que afectan a los canales hERG, al factor de transcripción Tbx20 y a la región 
promotora del gen KCNN3, respectivamente. 
 
2. La mutación con desplazamiento del marco de lectura (p.T152HfsX180) de los canales hERG 
no modifica la densidad de la IKr en células HL-1 ni la duración de los PAs ventriculares 
humanos generados por un modelo matemático. De hecho, el péptido hERG p.T152HfsX180 
ejerce un efecto chaperona sobre los canales hERG WT aumentando la expresión de éstos.  
 
3. El factor de transcripción Tbx20 ejerce un efecto pro-transcripcional sobre el gen KCNH2 
humano lo que aumenta la expresión de canales hERG y la IKr generada por éstos en hiPSC-
CM. De hecho, la sobreexpresión de Tbx20 abrevia la duración de los PAs registrados en 
estos cardiomiocitos. 
 
4. Por el contrario, Tbx20 p.R311C es incapaz de ejercer dicho efecto pro-transcripcional 
disminuyendo de forma significativa la expresión de los canales hERG y de la IKr. Esta 
disminución de la IKr prolonga significativamente la duración de los PAs registrados en 
hiPSC-CM.  
 
5. Ni la forma nativa ni la mutada de Tbx20 regulan la expresión de los canales iónicos que 
generan las corrientes despolarizantes INa e ICa,L y las corrientes de K IKs, If, e IK1. 
 
6. La mutación c.-66A>G en la región promotora del gen KCNN3 suprime completamente la 
transcripción del gen. Sin embargo, dado que el papel fisiológico de los canales SK3 en la 
repolarización de los PAs ventriculares humanos es cuando menos desconocido, parece poco 
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probable que esta mutación fuera la responsable de la prolongación de la DPA implicada en la 
aparición de SQTL en la familia estudiada. 
 
7. La presencia conjunta de las mutaciones p.R311C en Tbx20 y p.T152HfsX180 en los canales 
hERG sería responsable del SQTL del caso índice y del resto de miembros de la familia. 
 
8. Por tanto, el gen TBX20 puede considerarse un gen asociado a SQTL o bien un “gen 
modificador” cuyas mutaciones podrían contribuir a la disminución de la reserva repolarizante 































































Tbx20 TRANSCRIPTION FACTOR SELECTIVELY REGULATES THE EXPRESSION 
OF hERG CHANNELS AND THE IKr DENSITY. POSSIBLE IMPLICATION OF TBX20 
GENE IN THE LONG QT SYNDROME 
 
INTRODUCTION AND OBJECTIVES 
 
Long QT Syndrome (LQTS) is an inherited primary arrhythmogenic syndrome characterized 
by an excessive and heterogeneous lengthening of the ventricular action potential that eventually 
leads to the prolongation of the QT interval of the electrocardiogram. Usually, clinical 
manifestations of the disease affect children and young adults with structurally normal hearts and 
are associated with the development of ventricular tachyarrhythmias, particularly torsade de pointes 
(TdP), leading to recurrent syncope, seizures, ventricular fibrillation, and sudden cardiac death 
(SCD).  
In the members of a family carrying the same mutation LQTS exhibits a low penetrance and a 
high phenotypic variability, which has been partly attributed to the concurrence of additional 
genetic modifiers. At least 17 genes have been reported in autosomal-dominant forms of LQTS. 
However, mutations in KCNQ1 (LQT1), KCNH2 (LQT2), and SCN5A (LQT3) represent the most 
frequent forms of LQTS (75-90% of the cases). 
KCNH2 encodes Kv11.1, or hERG, channels which generate the rapid component of the 
delayed rectifier current (IKr) that determines the phase 3 of human cardiac action potential (AP) 
repolarization and plays a critical role in the control of the duration of cardiac AP (APD) and 
refractoriness. To date, up to 500 different loss-of-function mutations have been identified in the 
KCNH2 gene associated to LQT2. 
The TBX20 gene encodes Tbx20 that belongs to the T-box family of transcription factors, 
which regulate gene expression during embryonic development. In humans, as in the rest of 
vertebrates, Tbx20 plays an important role in cardiogenesis. Indeed, previous studies have shown 
that mutations in human TBX20 result in cardiac malformations including atrial, ventricular and 
atrioventricular septal defects, mitral valve abnormalities, tetralogy of Fallot, patent foramen ovale, 
and dilated cardiomyopathy. Importantly, results in flies and mice demonstrated that Tbx20 is also 
required for maintaining adult heart function, whereas it is currently unknown whether it also 
participates in the control of adult cardiac function in humans.  
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In collaboration with the Arrhythmias Unit of the Hospital La Paz and in the context of the 
ITACA (Investigación Traslacional de Arritmias Cardiacas hereditArias) Consortium a male 
(proband) of a Spanish family of African ancestry who had experienced syncope and diagnosed 
with LQT2 was identified. Four women of the same family suffered sudden cardiac death, and two 
of them died suddenly at ages 17 and 19. The penetrance, variability, and expressivity of the LQTS 
in the studied family suggested that the underlying genetic determinants would be highly complex. 
Therefore, the MAIN OBJECTIVE of this DOCTORAL THESIS is to functionally analyze the 
mutation or mutations carried by the proband and his affected relatives, as well as to identify the 




Next-generation sequencing demonstrated that the proband carries a heterozygous frameshift 
mutation in the KCNH2 gene encoding p.T152HfsX180 hERG, a heterozygous missense mutation 
in the TBX20 gene encoding p.R311C Tbx20, and a variation at the 5'UTR of the KCNN3 gene (c.-
66A>G) located at the minimal promoter of this gene.  
The electrophysiological analysis of p.T152HfsX180 hERG channels in Chinese Hamster 
Ovary (CHO) cells demonstrated that the mutant channels did not generate any current per se. This 
result correlates with the fact that p.T152HfsX180 hERG encodes a 332-aminoacid peptide, of 
which only the first 152 correspond to the actual WT hERG sequence. However, surprisingly this 
peptide exerts chaperone-like effects on WT hERG channels increasing hERG currents (IhERG) and 
IKr recorded in CHO and HL-1 cells. Indeed, co-transfection of WT and p.T152HfsX180 hERG 
channels generates an IKr whose density, kinetics and voltage-dependent properties are identical to 
those of the current generated by WT hERG channels alone. As a consequence, the presence of the 
mutation did not modify the APD as demonstrated by using a mathematical model of human 
ventricular AP.  
The effects of Tbx20, WT and p.R311C, on the expression of the genes encoding cardiac ion 
channels were tested by conducting electrophysiological experiments in HL-1 cells, rat ventricular 
myocytes and hiPSC-CMs, as well as in Western blot (WB) and luciferase assays. Our results 
demonstrated that Tbx20 WT exerts protranscriptional activity over KCNH2, enhancing the 
expression of hERG channels and the IKr density. In contrast, despite p.R311C Tbx20 binds to the 
minimal promoter of the human KCNH2 gene, it did not exhibit the protranscriptional activity over 
this gene. Therefore, p.R311C Tbx20 remarkably decreased the expression of hERG channels and 
the IKr density. This IKr reduction was responsible for the significant prolongation of the AP 
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recorded in hiPSC-CMs and of the AP simulated by using the mathematical model. Tbx20, either 
WT or mutated, did not modify the expression or activity of the channels responsible for the IKs, If, 
and INa in HL-1 cells, for the IK1 in rat ventricular myocytes, and for the ICa,L in hiPSC-CMs.  
The KCNN3 gene encodes the small conductance Ca2+-activated K channel type 3 (SK3). The 
functional analysis of the c.-66G>A variant located in the minimal promoter of the KCNN3 gene 
was conducted by luciferase assays and revealed that this variant completely abolished its 
transcription, thus leading to a KCNN3 haploinsufficiency in the carriers. Tbx20 WT, but not 
p.R311C, was able to exert a protranscriptional effect over the WT KCNN3 promoter but not over 
the promoter with the mutation. It has been previously described that treatment of human 
multicellular atrial and ventricular preparations from different species including humans with 
apamin (a selective SK channel blocker) does not modify the APD. Indeed, our electrophysiological 
analysis of SK3 currents (ISK3) recorded by AP command signals as the voltage protocol in CHO 
cells transfected with the cDNA encoding SK3 channels demonstrated that the time-dependent 
conductance of the channels is identical to the AP morphology, suggesting that the relationship 
between conductance and membrane potential is linear. Our results, together with those obtained by 
other authors, would confirm that the importance of SK3 channels in repolarization of ventricular 
AP seems to be negligible.   
We can conclude that the simultaneous presence of KCNH2 and TBX20 gene mutations 
probably contributes to the LQTS of the proband and the rest of the family. Since Tbx20 selectively 
regulates the expression of hERG channels, it is reasonable to propose that TBX20 is a potential 




The results obtained in this PhD Thesis lead to the following conclusions: 
 
1. In a proband of a Spanish family diagnosed with LQTS type 2 we identified by next 
generation sequencing three new mutations (p.T152HfsX180, p.R311C y c.-66A>G) affecting 
hERG channels, the Tbx20 transcription factor and the promoter of the KCNN3 gene, 
respectively. 
 
2. The frameshift mutation of hERG channels (p.T152HfsX180) does not modify either the IKr 
density in HL-1 cells or the duration of the APs generated by a mathematical model. In fact, 
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and surprisingly, the hERG p.T152HfsX180 peptide exerts a chaperone-like effect increasing 
the expression of hERG channels. 
3. Tbx20 produces a protranscriptional effect over the human KCNH2 gene that leads to an 
increase of the expression of hERG channels and of the IKr recorded in hiPSC-CM. In fact, 
Tbx20 overexpression shortens the duration of the AP recorded in hiPSC-CM. 
4. Conversely, Tbx20 p.R311C lacks this protranscriptional effect, thus significantly decreasing 
the expression of hERG channels and the IKr density. This IKr decrease significantly lengthens 
the duration of the AP recorded in hiPSC-CM. 
5. Neither the WT nor the mutated form of Tbx20 regulate the expression of the ion channels 
underlying the depolarizing currents INa and ICa,L and the K currents IKs, If, e IK1. 
6. The c.-66A>G mutation located at the promoter of the KCNN3 gene completely abolishes the 
transcription of the gene. Since the physiological role of SK3 channels in the repolarization of 
the human ventricular AP is currently unknown, it seems unlikely that this mutation 
contributes to the prolongation of the APD and the LQTS in this family. 
7. The concurrent presence of the p.R311C Tbx20 and p.T152HfsX180 hERG mutations would 
be responsible for the LQTS of the proband and the affected relatives. 
8. Therefore, the TBX20 gene could be consider as a LQTS associated gene or as modifier gene 
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1. ELECTROFISIOLOGÍA CARDÍACA 
 
 El corazón es un órgano que actúa a modo de bomba, enviando sangre a los distintos tejidos 
del organismo. Para llevar a cabo su función presenta tejidos especializados en los que se generan 
automáticamente impulsos que se conducen de forma organizada y provocan la contracción 
periódica del miocardio. El corazón está formado por tres tipos de tejido: los músculos auriculares y 
ventriculares, de los que depende su capacidad contráctil, y las fibras del tejido especializado de 
conducción, encargadas de la transmisión de los impulsos a través del corazón. 
 
Figura II.1. Representación esquemática de la actividad eléctrica en el miocardio. Se observan los potenciales de 
acción registrados en diversas zonas del tejido cardiaco y su correlación con el electrocardiograma de superficie. 
[Adaptada de Nerbonne y Kass, 2005] 
 
En condiciones fisiológicas, el impulso cardiaco nace en el nodo senoauricular (SA), 
estructura que se localiza en la confluencia de la vena cava superior con la orejuela derecha y la 
pared lateral de la aurícula derecha (Figura II.1). El nodo SA genera unos 60-90 potenciales de 
acción (PA) por minuto que se propagan sin disminución de amplitud hasta que todas las células 
cardiacas son excitadas. Desde el nodo SA, el impulso se propaga por todo el tejido auricular a una 
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velocidad de 0.3 m/s para, a continuación, llegar al nodo aurículo-ventricular (AV), único punto que 
permite la comunicación eléctrica entre aurículas y ventrículos en condiciones fisiológicas. En el 
nodo AV, el estímulo se ralentiza antes de pasar al ventrículo (0.01-0.05 m/s). El impulso pasa 
después a las fibras de transición y al sistema de His-Purkinje, a través del cual se conduce muy 
rápidamente (2-4 m/s). El haz de His se bifurca en una rama derecha y varias izquierdas, que acaban 
ramificándose profusamente en fibras de Purkinje, desde donde la activación se extiende por el 
músculo ventricular, empezando por el septo medio izquierdo y la base de los músculos papilares y, 
de ahí, al resto de los ventrículos. La rápida velocidad de conducción intraventricular (0.3-4 m/s) 
tiene como misión permitir que ambos ventrículos se contraigan de forma sincrónica en un corto 
espacio de tiempo, algo esencial para que se realice de forma eficaz la función de bomba (Hoffman 
y Cranefield, 1960; Delpón y Tamargo, 2005). 
 
Para comprender este complejo mecanismo, que se repite con cada latido, es necesario 
conocer algunas propiedades de las células cardiacas tales como la excitabilidad, el automatismo, la 




La membrana citoplásmica es una barrera que separa dos medios acuosos de diferente 
composición. Pese a su diferente composición, tanto el medio intracelular como el extracelular han 
de cumplir el principio de neutralidad eléctrica (la suma de cargas positivas y negativas en el mismo 
medio debe ser cero) y de equilibrio osmótico (la presión osmótica debe ser idéntica a ambos lados 
de la membrana). Esta diferencia en la composición de ambos medios origina un gradiente de 
concentración que induce la difusión de moléculas desde el medio donde están más concentradas 
hacia el medio en el que lo están menos (Tabla II.1). Termodinámicamente, la difusión es un 
proceso que disminuye el orden del sistema (es decir, que aumenta su entropía), lo que implica que 
la difusión libera energía. Nernst cuantificó esta energía como una variación de potencial eléctrico: 
 
                G = –R·T·ln([ion]e/[ion]i)                 (II.1) 
 
donde ∆G es la energía de Gibbs liberada en el proceso de difusión, R es la constante universal de 
los gases (8.31 J/mol·K), T es la temperatura absoluta y [ion]e e [ion]i son las concentraciones extra 
e intracelulares del ion que difunde. En el caso de una membrana únicamente permeable al K+, éste 
difundirá desde el interior (donde está más concentrado) hacia el exterior de la célula (donde está 
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menos concentrado), por lo que en el interior se acumularán más cargas negativas, con lo que 
volverá a atraer iones K+ hacia el interior de la célula. La energía de atracción también puede 
cuantificarse: 
 
                              G = –E·z·F                  (II.2) 
donde E es el potencial transmembrana, z es el número de oxidación del ion en cuestión y F es la 
constante de Faraday (9.65·104 C/mol). A medida que el K+ va saliendo de la célula, el gradiente 
eléctrico se iguala al gradiente químico (de concentración) que causa la difusión: 
 
                  E·z·F = R·T·ln([ion]e/[ion]i)      (II.3) 
 
Reordenando los términos de la igualdad, se obtiene la “ecuación de Nernst” (Nernst, 1888): 
 
                 E = (R·T/z·F)·ln([ion]e/[ion]i)     (II.4) 
 
El potencial al cual el flujo neto a través de la membrana de un ion es nulo recibe el nombre 
de “potencial de equilibrio” (Tabla II.1) y su valor viene dado por la ecuación de Nernst. 
 
Ion [Ion]e (mM) [Ion]i (mM) Potencial de equilibrio 
Na+ 135-145 12 +67 
K+ 3.5-5 155 -96 
Cl- 123 4.2 -90 
Ca2+ 1.5 10-4 nM +129 
 
Tabla II.1. Concentraciones extra e intracelulares de los principales iones en condiciones fisiológicas. Los 
potenciales de equilibrio para cada ion se han obtenido mediante la ecuación de Nernst para una temperatura de 37ºC. 
 
La diferencia de potencial que existe a ambos lados de la membrana se denomina potencial de 
membrana (Em) y viene determinado por la concentración de iones a uno y a otro lado de la misma, 
así como por la permeabilidad de la membrana a cada ion (Hoffman y Cranefield, 1960). Pero, 
además, algunas células como las nerviosas y las musculares son excitables: son capaces de variar 
esta diferencia de potencial generando impulsos eléctricos (o PA) en respuesta a un estímulo 
mediante el intercambio de iones entre los medios intra y extracelular. En el miocardio, estos 
impulsos se propagan para convertirse en el factor determinante de la contracción rítmica del 
corazón. El control del intercambio iónico resulta además esencial para evitar una excesiva presión 
osmótica debida a los cambios en la osmolaridad de ambos medios. 
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1.1.1. Transporte de iones a través de la membrana celular 
 
En condiciones de reposo, el Na+ y el Ca2+ están más concentrados en el medio extracelular, 
mientras que el K+ y los aniones orgánicos (proteínas, ATP,…) son los que predominan en el medio 
intracelular. El transporte de iones a través de la membrana se produce a favor de gradiente de 
concentración (sin gasto de energía) o en contra de gradiente (y, por lo tanto, con gasto energético) 
y requiere de sistemas especializados de transporte como los canales iónicos o las proteínas 
transportadoras. 
Los canales iónicos son proteínas transmembrana (TM) cuyas principales funciones son: 
 Formar poros hidrófílos a través de los cuales los iones atraviesan la membrana a favor de 
gradiente de concentración y de potencial eléctrico (gradiente electroquímico), permitiendo el paso 
de iones masivamente (hasta 108 iones/s) y generando una corriente iónica. 
 Discriminar los iones que pasan a su través, gracias a un filtro de selectividad. El mecanismo de 
selectividad se basa tanto en el tamaño del ion como en su carga, de modo que ciertos residuos del 
canal se alinean en el poro e interaccionan con los iones formando barreras termodinámicas que 
favorecen el paso de unos iones frente a otros. 
 Controlar la permeabilidad de la membrana a cada ion mediante la transición entre los diferentes 
estados del canal. Entre los diferentes estados del canal se encuentran, al menos, un estado abierto y 
uno o más no conductores (estados cerrado e inactivo). Los cambios conformacionales de la 
proteína entre los distintos estados son lo que se denomina el gating del canal y se producen de 
forma muy rápida (<10 s). Según el estímulo que origine estos cambios conformacionales, los 
canales se clasifican en canales dependientes de voltaje (dependen del Em), canales activados por 
ligando (el proceso de apertura y cierre depende de la unión de factores externos como hormonas o 
neurotransmisores) y canales operados por segundos mensajeros (el gating está regulado por 
factores intracelulares como el Ca2+ o subunidades de proteínas G). En el caso de los canales 
dependientes de voltaje, la proteína presenta una serie de aminoácidos que se encuentran cargados a 
pH fisiológico y que se mueven en un campo eléctrico muy limitado y confinado en la bicapa 
lipídica de la membrana celular, originando unas corrientes que se denominan corrientes de gating 
(Armstrong y Bezanilla, 1973; Armstrong, 1974). 
Las proteínas transportadoras facilitan el movimiento de pequeñas moléculas a través de la 
membrana pero a una velocidad más lenta que la de los canales iónicos (102-104 moléculas/s). 
Dentro de este grupo se encuentran proteínas como las bombas iónicas o los cotransportadores. 
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1.1.2. El potencial de reposo 
 
En condiciones normales, las células musculares auriculares y ventriculares y del sistema 
especializado de conducción presentan un Em de aproximadamente -85 mV, mientras que en las 
células de los nodos SA y AV el Em es de entre -45 y -65 mV. Las células de los nodos SA y AV y 
del tejido especializado de conducción presentan una propiedad conocida como “automatismo 
intrínseco”: son capaces de generar PA en ausencia de estímulos externos. Por el contrario, en las 
células musculares auriculares y ventriculares el valor del Em se mantiene constante si la célula no 
es estimulada. A esta diferencia de potencial se le denomina potencial de reposo y está determinado 
por el equilibrio entre la capacidad de los distintos iones para atravesar la membrana a favor de su 
gradiente de concentración y el transporte activo de dichos iones en contra de su gradiente. 
Si la membrana de las células cardiacas sólo fuera permeable al K+, el Em debería alcanzar un valor 
similar al del potencial de equilibrio para el K+ (EK). Sin embargo, el valor del Em es menos 
negativo que el del EK debido a que la membrana es además permeable a otros iones. Cuando una 
membrana es permeable a varios iones, el Em depende de tres factores: la polaridad de la carga 
eléctrica de cada ion, la permeabilidad de la membrana (P) a cada ion y la concentración de estos 
iones a ambos lados de la membrana. Por tanto, la ecuación que define el Em en las células 
permeables al Na+, al Cl- y al K+, denominada “ecuación de campo constante” o “ecuación de 
Goldman-Hodgkin-Katz” (Goldman, 1943; Hodgkin y Katz, 1949), es: 
 
  (II.5) 
 
donde PK, PNa y PCl representan la permeabilidad de la membrana al K
+, al Na+ y al Cl-, 
respectivamente. En esta ecuación queda representado el equilibrio entre la difusión por gradiente 
de concentración y la atracción eléctrica de los elementos con carga, estando la contribución de 
cada ion ponderada en función de su permeabilidad, de modo que si una célula es muy permeable al 
K+, el término PK dominará el valor del Em. 
 
1.1.3. El potencial de acción 
 
Hasta este momento se ha tratado la permeabilidad relativa de cada especie iónica como una 
constante. Sin embargo, no es así realmente. Un aumento rápido y transitorio de la permeabilidad al 
Na+ provocaría que el potencial de la membrana se hiciese más positivo (el Em se acercaría al valor 
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transitoria la permeabilidad al K+, el potencial de membrana tendería al EK (aproximadamente -96 
mV), tal y como especifica la ecuación de Goldman. Estamos en condiciones de entender por qué 
las células cardíacas son excitables, es decir, por qué estas células, cuando reciben un estímulo de 
intensidad suficiente para superar el potencial umbral, generan una respuesta eléctrica o PA al que 
se acopla la contracción cardíaca. Por el contrario, cuando no se alcanza el potencial umbral, sólo se 
genera una respuesta local que no se propaga a las células colindantes: es un estímulo “todo o 
nada”. El PA es un cambio transitorio en la polaridad de la membrana resultante de múltiples 
cambios secuenciales en la permeabilidad de la misma a los diferentes iones y originado por un 
estímulo externo (la despolarización de células colindantes, neurotransmisores, la “distensión” 
celular [strech], etc). La entrada de cargas positivas en la célula produce la despolarización, con lo 
que el interior de la célula va haciéndose más positivo (en su valor máximo, el potencial puede 
alcanzar valores cercanos a +30 mV), mientras que la salida de cargas positivas es responsable de la 
repolarización. 
En el corazón se registran PA de diversas morfologías (Figura II.1). En las células 
musculares auriculares y ventriculares y en las células del sistema de His-Purkinje la 
despolarización es debida a la rápida entrada de iones de Na+, mientras que en las células de los 
nodos SA y AV la despolarización es debida a la lenta entrada de iones de Ca2+. Por lo tanto, en el 
corazón existen células que generan PA rápidos o “dependientes de Na+” y células que generan PA 
lentos o “dependientes de Ca2+” (Tabla II.2) (Coraboeuf y Otsuka, 1956; Beeler y Reuter, 1977; 
Carmeliet y Vereecke, 1979).  
 
Tabla II.2. Características de los PAs rápidos y lentos. TTX: Tetrodotoxina. DHP: Dihidropiridinas. 
 
Por otro lado, las diferentes fases del PA cardiaco se corresponden con las fases del 
electrocardiograma (ECG). Así, la despolarización del PA auricular se corresponde con la onda P. 
Verapamilo, diltiazem, 
DHP, Ni2+, Co2+, Mn2+, 
La3+




2 – 15200 – 1000Velocidad máxima de despolarización (mV/s)
40 – 85100 – 300Amplitud del PA (mV)
0.01 – 0.10.5 – 4Velocidad de conducción (m/s)
-45 a -65-85 a -90Potencial de reposo (mV)
ICaINaCorriente despolarizante en la fase 0
PA lentoPA rápidoParámetro
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El intervalo PR refleja la velocidad de conducción a través del nodo AV, el complejo QRS, la 
despolarización y velocidad de conducción intraventriculares y el intervalo QT, la duración de la 
repolarización ventricular (Figura II.1).  
La duración del potencial de acción (DPA) es menor en las células auriculares que en las 
ventriculares, lo que constituye un mecanismo de protección que evita que los ventrículos puedan 
responder a frecuencias auriculares muy altas o a una estimulación prematura del corazón. Además, 
también existen diferencias en la morfología y duración de los PA de diferentes zonas del tejido 
auricular y ventricular, lo que ha sido atribuido tanto a la expresión de distintos tipos de canales 
iónicos en dichas zonas como a la distribución heterogénea de la expresión de ciertos canales 
(Figura II.1). 
 
1.1.3.a. PA rápidos o dependientes de Na+ 
 
Los PA rápidos o dependientes de Na+ presentan 5 fases (Figura II.2) (Hoffman y Cranefield, 
1960; Nattel, 2002; Delpón y Tamargo, 2005). 
 
Figura II.2. PA auricular 
rápido o “dependiente de 
Na+”. Representación 
esquemática de las distintas 
fases del PA, con las corrientes 
iónicas de entrada y salida 
implicadas en el mismo, así 
como las correspondientes 
subunidades principales o α y 
auxiliares o β)que forman los 







La fase 0 de rápida despolarización de las células miocárdicas se debe a la apertura de los 
canales de Na+ dependientes de voltaje y, por lo tanto, a la activación de la corriente rápida de 
entrada de Na+ (INa), que desplaza el potencial de membrana desde sus valores en reposo (-85 mV) 
hasta valores positivos (+30 mV). La activación de la INa es un proceso muy rápido (0.5-2 ms) y su 
inactivación sigue una cinética biexponencial, con un componente lento (corriente tardía de Na+ o 
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del PA. La magnitud de la INa determina la amplitud, la velocidad máxima de despolarización del 
PA y, por lo tanto, la velocidad de conducción intracardiaca (Hondeghem, 1978; Walton y Fozzard, 
1979; Hille, 2001). A continuación, comienza la repolarización celular, en la que se distinguen 3 
fases. 
La fase 1 de rápida repolarización es consecuencia de la inactivación de la INa (paso del canal 
a una conformación no conductora) y de la activación de dos corrientes de salida de K+ 
dependientes de voltaje: la corriente transitoria (Ito1), que se activa e inactiva rápidamente y que 
juega un papel fundamental en el control de la DPA sobre todo a nivel auricular y del epicardio 
ventricular (Boyett, 1981; Josephson y cols., 1984; Giles e Imaizumi, 1988; Shibata y cols., 1989) y 
el componente ultrarrápido de la corriente rectificadora tardía, de rápida activación y lenta 
inactivación (IKur), que es específicamente auricular (Fedida y cols., 1993; Snyders y cols., 1993; 
Wang y cols., 1993). 
La fase 2 (o fase de meseta) representa el fino equilibrio entre dos corrientes de entrada, la INa 
(Rudy, 1978; Saikawa y Carmeliet, 1982; Clarkson y cols., 1984; Gintant y cols., 1984; Patlak y 
Ortiz, 1985) y la corriente de entrada de Ca2+ tipo L (ICa,L) (Nilius y cols., 1985; Bean, 1989; Bers y 
Pérez-Reyes, 1999), y tres corrientes rectificadoras tardías de salida de K+ dependientes de voltaje 
de activación ultrarrápida (IKur), rápida (IKr), y lenta (IKs) respectivamente (Sanguinetti y Jurkiewicz, 
1990 y 1991; Wang y cols., 1993 y 1994). 
Durante la fase 3, la inactivación de las corrientes de entrada provoca el predominio de las 
corrientes repolarizantes de K+ activadas durante la fase 2 y, como consecuencia, el Em alcanza de 
nuevo el valor del potencial de reposo. Además, durante la fase final de la repolarización se produce 
la salida de K+ a través de canales que presentan rectificación interna (IK1) (Carmeliet, 1993; 
Lopatin y Nichols, 2001). En las células auriculares, el sistema His-Purkinje y en los nodos SA y 
AV, la acetilcolina (ACh) y la adenosina se unen a sus respectivos receptores (muscarínico M2 y de 
adenosina A1, ambos acoplados a proteínas G inhibitorias) activando otra corriente que presenta 
rectificación interna, la corriente de K+ activada por acetilcolina (IK,ACh) (Sakmann y cols., 1983). 
La activación de la IK,ACh hiperpolariza el Em y acorta marcadamente la DPA (Shen y Kurachi, 
1995; Pelleg y Belardinelli, 1993). 
La fase 4 del PA se inicia una vez que el potencial de la célula alcanza de nuevo su valor de 
reposo y finaliza al comienzo del siguiente PA. En las células musculares auriculares y 
ventriculares que no son automáticas esta fase es isoeléctrica y, por lo tanto, el Em se mantiene 
constante durante el periodo comprendido entre el final de un PA y el comienzo del siguiente. El 
mantenimiento del Em en niveles constantes durante la fase 4 se debe principalmente a la IK1 
(Carmeliet, 1993; Lopatin y Nichols, 2001; Anumonwo y Lopatin, 2010), aunque también están 
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implicadas la actividad de la ATPasa dependiente de Na+ y K+ y la del intercambiador Na+/Ca2+ los 
cuales realizan intercambios electrogénicos y contribuyen a restaurar la homeostasis intracelular 
tras el PAEn las células musculares auriculares y ventriculares que no son automáticas, esta fase es 
isoeléctrica (el Em se mantiene constante) gracias principalmente a la IK1 (Carmeliet, 1993; Lopatin 
y Nichols, 2001; Anumonwo y Lopatin, 2010). El valor del potencial de reposo depende también de 
la actividad de la ATPasa dependiente de Na+ y K+  
 
1.1.3.b. PA lentos o dependientes de Ca2+ 
 
Los PA dependientes de Ca2+ se generan principalmente en las células de los nodos SA y AV, 
aunque también en las células de los anillos de las válvulas mitral y tricúspide y en células 
anormalmente despolarizadas (potencial de reposo de  -45 mV) (Reuter, 1973; Cranefield y 
Aronson, 1975). A este potencial, la INa está totalmente inactivada, por lo que la fase 0 de los PA 




Aunque todas las células cardiacas son excitables y responden a los estímulos eléctricos 
generando PA, algunas además presentan actividad automática, es decir, son capaces de 
autoexcitarse y generar de forma espontánea PA. En condiciones fisiológicas, las células de los 
nodos SA y AV, de los tractos internodales auriculares y del sistema especializado de conducción 
His-Purkinje presentan actividad automática, careciendo de ella las fibras musculares auriculares y 
ventriculares (Hoffman y Cranefield, 1960). Los PA generados en estas estructuras presentan una 
fase 4 de lenta despolarización diastólica que desplaza el nivel del Em hasta el nivel de potencial 
umbral y, cuando éste se alcanza, se genera un nuevo PA propagado. La frecuencia de disparo de 
una célula automática depende del potencial diastólico máximo, del nivel de potencial umbral y de 
la pendiente de la fase 4 de lenta despolarización diastólica. 
En condiciones fisiológicas, las células del nodo SA generan PA a mayor frecuencia que las 
restantes células automáticas (60-80 latidos/min frente a 15 latidos/min), por lo que actúan como 
marcapasos dominante y determinan la frecuencia cardiaca, mientras que las demás células 








Desde hace más de 150 años se sabe que el corazón requiere cierto tiempo para recuperar la 
excitabilidad tras un primer estímulo, tiempo que se conoce como “periodo refractario” (Bowditch, 
1871). 
En las células que generan PA dependientes de Na+, este periodo refractario viene 
determinado por la cinética de reactivación de la INa. Los canales de Na
+ permanecen en estado de 
reposo durante la diástole (fase 4), se abren durante la fase 0 del PA y, a continuación, pasan a un 
estado inactivo no conductor (que no permite la entrada de Na+) en el que permanecen hasta que la 
repolarización alcanza valores más negativos de -50 mV. Dado que el estado inactivo no permite la 
entrada de Na+, la aplicación de un estímulo durante las fases 1 y 2 y al comienzo de la fase 3 es 
incapaz de generar una respuesta propagada. Al periodo de tiempo durante el que la célula cardíaca 
es incapaz de generar un PA y permanece inexcitable se le denomina “periodo refractario absoluto” 
(Weidmann, 1955; Hoffman y Cranefield, 1960; Hondeghem y Katzung, 1977). Conforme el 
potencial de membrana de la célula se repolariza entre -50 y -90 mV, cierta proporción de los 
canales de Na+ pasan del estado inactivo al estado de reposo y, por lo tanto, la aplicación de un 
estímulo eléctrico es capaz de generar una respuesta. Esta respuesta tendrá menor amplitud y se 
conducirá tanto más lentamente cuanto menor sea el tiempo transcurrido entre la aplicación del 
estímulo y el comienzo de la fase 0 del PA previo. En este periodo, llamado “periodo refractario 
efectivo”, un estímulo supraumbral puede producir una respuesta local, pero no un PA propagado 
(Hoffman y Cranefield, 1960). Al periodo refractario efectivo, le sigue otro periodo de tiempo 
durante el cual un estímulo es capaz de inducir la génesis de un PA propagado, denominado 
“periodo refractario relativo”. A este nivel, la INa todavía no se ha reactivado por completo, por lo 
que si se genera un PA prematuro, tendrá menor amplitud y menor duración que un PA generado 
cuando la célula se ha repolarizado y recuperado por completo su excitabilidad. Estos PA 
prematuros se propagan más lentamente, es decir, presentan un bajo factor de seguridad de la 
conducción, y el bloqueo de la misma propicia la aparición de arritmias por reentrada (Hoffman y 
Cranefield, 1960). La duración del periodo refractario cardiaco determina la máxima frecuencia de 
estimulación cardiaca y varía con la DPA. Las células auriculares presentan una menor duración del 
PA y del periodo refractario que las ventriculares (200 ms en las primeras frente a los 300 ms de 
las segundas), y éstas, a su vez, presentan una menor DPA que las células de Purkinje, lo que 
explica por qué la frecuencia de las arritmias producidas a nivel supraventricular es mayor que las 
producidas a nivel ventricular. El periodo refractario, además, protege al corazón de aquellas 
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situaciones en las que la frecuencia es muy rápida, y en las que, por tanto, se impide la relajación 
completa del músculo cardiaco y disminuyen su función de bomba. 
En los nodos SA y AV, la fase 0 del PA es debida a la activación de la ICa,L, corriente que 
presenta una constante de tiempo de reactivación de entre 100 y 300 ms (Gettes y Reuter, 1974; 
Bers y Pérez-Reyes, 1999). Por ello, no es posible generar un nuevo PA propagado incluso hasta 
después de que la célula se haya repolarizado por completo, es decir, que el periodo refractario 
efectivo se prolonga más allá de la DPA. A este fenómeno se le denomina “refractariedad 
posrepolarización” (Trautwein y Uchizono, 1963). 
 
1.4. Propagación del impulso cardiaco 
 
La propagación del impuso cardiaco es un fenómeno complejo que depende no sólo del tipo, 
tamaño, orientación y geometría de las células cardiacas, sino también de las propiedades activas y 
pasivas de la membrana. Las propiedades activas están determinadas por los mecanismos iónicos 
dependientes de voltaje y de tiempo responsables de la génesis del PA. Por otro lado, la conducción 
del impulso cardiaco dependerá también de los factores que determinan el potencial de reposo, el 
acoplamiento intercelular y las propiedades de cable de la membrana (resistencia y capacitancia), 
esto es, de las propiedades pasivas de la membrana. 
Biofísicamente, la membrana es un elemento dieléctrico que aísla dos medios conductores. 
Sin embargo, este aislamiento no es perfecto, ya que existen mecanismos de transporte de iones, por 
lo que la resistencia al paso de cargas que ofrece la membrana ante una diferencia de potencial es 
finita y mesurable. Además, el dieléctrico (en este caso, los fosfolípidos de la membrana) que aísla 
los medios extra e intracelular está sometido a una diferencia de potencial en la membrana, por lo 
que atrae cargas a las proximidades de la membrana (los aniones del citosol serán atraídos por el 
exterior positivo y los cationes del medio extracelular son atraídos por el interior negativo). En estas 
condiciones, la membrana está acumulando carga según la ecuación: 
 
                          Q = Em · Cm                  (II.6) 
 
donde Q es la carga acumulada y Cm la capacitancia de la membrana, que depende de las 
propiedades dieléctricas de la bicapa lipídica y de la geometría de la membrana. La Cm impone un 
retraso en la variación del voltaje y en la propagación del estímulo, ya que cualquier variación en el 
Em debe vencer primero la carga acumulada en la membrana. 
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Los miocitos cardiacos están unidos entre sí por los discos intercalares (DI), que permiten el 
acoplamiento eléctrico, y por los desmosomas, uniones especializadas que facilitan el acoplamiento 
contráctil. Estas uniones permiten que el miocardio funcione como un sincitio funcional. Este 
acoplamiento se realiza a través de uniones de baja resistencia (1-3 Ω·cm2, unas 700 veces menor 
que la de la resistencia externa de la membrana), a las que se denomina “uniones estrechas” (gap 
junctions). En condiciones fisiológicas, la resistencia intracelular es mínima para un acoplamiento 
célula-célula que facilite la propagación sincrónica. 
El impulso cardiaco se genera en el nodo SA y se propaga de forma electrotónica a las células 
excitables vecinas, desplazando su nivel de Em hasta el nivel de potencial de membrana de la célula 
vecina ya excitada. Cuando esto sucede, se genera un nuevo PA, que a su vez despolarizará 
electrotónicamente las células vecinas y así sucesivamente (Figura II.3).Cuanto mayor sea la 
amplitud de la INa que genera el PA, mayor será la velocidad de conducción con que éste se 
conducirá por el miocardio y, por lo tanto, mayor será el margen de seguridad de propagación del 
impulso cardiaco. Por el contrario, en todas aquellas situaciones en las que la INa esté parcialmente 
inhibida o en aquellas células que generen PA dependientes de Ca2+, el margen de seguridad de 



















Figura II.3. Representación esquemática de la propagación del impulso cardiaco. 
 
Una vez que los impulsos salen del nodo SA, se propagan con rapidez a toda la aurícula, 
produciendo la sístole auricular. A su paso a través del nodo AV, la propagación se ralentiza, lo que 
permite que la contracción auricular impulse la sangre hacia los ventrículos, optimizando el gasto 
cardiaco y reduciendo la posibilidad de que queden remanentes sanguíneos en la aurícula. Una vez 
atravesado el nodo AV los impulsos entran en el sistema de conducción, donde la propagación es 
más rápida, permitiendo finalmente la contracción ventricular coordinada. 
---------------------++--------------------






Sentido de la conducción
Potencial de membrana
Miocitos cardíacos
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2. CANALES IÓNICOS IMPLICADOS EN EL POTENCIAL DE ACCIÓN CARDIACO 
 
2.1. Canales de Na+ 
 
Los canales de Na+ dependientes de voltaje son proteínas TM fundamentales en la génesis y 
propagación de la señal eléctrica en tejidos excitables como el corazón, el músculo esquelético o el 
sistema nervioso (Hodgkin y Huxley, 1952a y 1952b; Catterall, 2000; Yu y Catterall, 2003; George, 
2005). Como se ha mencionado, la INa cardiaca es responsable de la despolarización (fase 0) de los 
PA Na+-dependientes y, por tanto, de la excitabilidad y la velocidad de conducción cardiacas. 
Además, participa en el control de la fase de meseta (fase 2) y, por tanto, también es responsable de 
la DPA y de la refractariedad cardiacas (Brown y cols., 1981; Fozzard y cols., 1985). 
 
2.1.1. Estructura de los canales de Na+ 
 
Los canales de Na+ dependientes de voltaje están compuestos por una subunidad conductora α 
(de la que se han caracterizado hasta 9 isoformas) y una o varias subunidades accesorias β (β1 a β4) 
(Figura II.4 y Tabla II.5) (Catterall, 2000; Goldin, 2002; Catterall y cols., 2005a; Catterall, 2012).  
 
 
Tabla II.5. Subunidades que forman el canal de Na+ dependiente de voltaje en el humano. *Subunidades que se 
expresan en el corazón, siendo Nav1.5 la isoforma predominante en éste. MC: Músculo cardiaco. ME: Músculo 
esquelético. SNC: Sistema nervioso central. SNP: Sistema nervioso periférico. T: Tiroides. [Adaptada de Nerbonne y 
Kass, 2005] 
 
El gen SCN5A codifica la subunidad  Nav1.5, responsable de la INa cardiaca. Esta subunidad, 
de unos 227 kDa de peso molecular, está formada por 4 dominios homólogos (DI a DIV), 
conectados entre sí mediante tres secuencias hidrofílicas no conservadas, denominadas 
“interdomain linker loops”. Cada dominio está formado por 6 segmentos TM dispuestos en α-hélice 
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cada uno (S1 a S6). Los segmentos S4 presentan un residuo cargado (arginina o lisina) cada tres 
aminoácidos, formando una hélice de cargas positivas en la membrana que actúan como “sensor de 
voltaje”. Por otro lado, el lazo que une los segmentos S5 y S6, denominado “lazo P”, es 
extracelular, forma parte del poro y determina la selectividad iónica (Poet y cols., 2001; Payandeh y 
cols., 2011; Catterall, 2014). Cuatro de los residuos presentes en los lazos P forman un anillo que se 
denomina “locus DEKA”: ácido aspártico en DI, ácido glutámico en DII, lisina en DIII y alanina en 
DIV. Esta estructura determina la conductancia y la selectividad iónica del canal al Na+, así como la 
unión de toxinas (Noda y cols., 1989; Terlau y cols., 1991). La sustitución de estos cuatro 
aminoácidos por residuos de ácido glutámico (que son los aminoácidos presentes en las posiciones 
análogas en el canal de Ca2+) convierte los canales de Na+ en selectivos para el Ca2+ (Heinemann y 
cols., 1992). 
Los extremos amino- y carboxilo-terminal (N- y C-terminal, respectivamente) y los lazos de 
unión entre los diferentes dominios son intracelulares (Catterall, 2000; Goldin, 2002; Yu y Catterall, 
2003; George, 2005) (Figura II.4). La región C-terminal del canal Nav1.5 (los 243 últimos 
aminoácidos) contiene varios dominios importantes de interacción con proteínas, de los cuales los 
mejor caracterizados son el dominio IQ de unión a calmodulina (CaM), un dominio PY y un 
dominio de unión a PDZ (Shy y cols., 2013). Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que, 
además del dominio canónico de unión a PDZ en el extremo C-terminal, existe otro dominio de 
unión a secuencias PDZ en la región “interna” del dominio N-terminal gracias al cual los canales 
Nav1.5 pueden unirse a la proteína de anclaje α1-sintrofina. Esta característica hace que el dominio 
N-terminal de dichos canales per se sea capaz de ejercer un “efecto chaperona”, modulando 
positivamente la expresión en la membrana celular de otros canales que también se unan a la α1-
sintrofina, como son los canales de K+ con rectificación interna Kir2.1/Kir2.2 (ver descripción 
detallada de estos canales más adelante) (Matamoros y cols., 2016).  
Se ha descrito que la subunidad Nav1.5 no es la única isoforma cuyo ARN mensajero 
(ARNm) se expresa en el corazón (Nerbonne y Kass, 2005). De esta manera, subunidades que 
típicamente se expresan a nivel neuronal como Nav1.1, Nav1.2, Nav1.3, Nav1.4, Nav1.6 y Nav1.8, 
han sido también detectadas en cardiomiocitos (Maier y cols., 2004; Westenbroek y cols., 2013) e 
incluso algunas de ellas, como Nav1.4 y Nav1.8, parecen estar implicadas en la regulación de la INa 
cardiaca (Hu y cols., 2014; Bissay y cols., 2016). 
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Figura II.4. Estructura del canal de Na+. Esquema de las subunidades α y β del canal de Na+. En la subunidad α, se 
indica el sensor de voltaje, el filtro de selectividad y los diferentes dominios (DI a DIV). [Adaptada de George, 2005] 
 
Por su parte, la subunidad auxiliar β, de la cual se conocen 4 isoformas (β1 a β4) (Morgan y 
cols., 2000; Goldin, 2002), son proteínas con un único dominio TM, un extremo N-terminal 
extracelular y un extremo C-terminal intracelular, que presentan una secuencia tipo 
inmunoglobulina que las diferencia del resto de subunidades accesorias (Isom y Catterall, 1996). 
Todas las isoformas identificadas se encuentran en el SNC, pero sólo algunas de ellas se han 
encontrado en el corazón (Tabla II.5).  
Estas subunidades no forman parte del poro conductor del canal, pero regulan el gating del 
mismo, la expresión en la membrana de las subunidades α y la unión con otras moléculas de la 
matriz extracelular y del citoesqueleto (Isom y Catterall, 1996). Asimismo, se ha demostrado que la 
subunidad Navβ1.1 disminuye la afinidad de anestésicos locales y fármacos antiarrítmicos del 
grupo I por la subunidad α Nav1.5 (Balser y cols., 1996; Makielski y cols., 1996; Balser, 2001). 
 
2.1.2. Características de la INa 
 
La INa es la responsable de la fase 0 de los PA generados en las células musculares auriculares 
y ventriculares y en el sistema de His-Purkinje (Brown y cols., 1981; Fozzard y cols., 1985).  
El canal de Na+ presenta, al menos, tres estados conformacionales: reposo, activo e inactivo. 
Durante la diástole, cuando el potencial eléctrico TM está alrededor de los -85 mV, el canal se 
encuentra en estado de reposo y la probabilidad de que se abra es extremadamente baja. La 
despolarización de la membrana produce un cambio conformacional en la estructura del canal que 
causa su apertura durante 1-2 ms, generándose una corriente rápida de entrada de Na+ (Hirschberg y 
cols., 1995; Yang y Horn, 1995). El umbral de activación de la corriente se encuentra en -60 mV y 
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alcanza su valor máximo entre -30 y -20 mV (Hodgkin y Huxley, 1952a y 1952b; Armstrong, 
1981). A continuación, el canal se inactiva rápidamente, lo que produce el cese de la entrada de Na+ 
(Catterall, 2000; Yu y Catterall, 2003) (Figura II.5). La inactivación no sólo cierra el canal, sino 
que impide la reapertura del mismo hasta que haya pasado el tiempo suficiente para su 
recuperación, determinando así la frecuencia máxima de excitación celular y preservando el 
gradiente iónico intracelular, lo que impide la muerte celular. El paso desde el estado inactivo hasta 
el estado de reposo se denomina “reactivación del canal” y es un proceso necesario para que el 
canal pueda volver a abrirse. En situaciones fisiológicas, esta transición tiene lugar durante los 
primeros 50-100 ms de la diástole por lo que, considerando que en ritmo sinusal, el intervalo 
diastólico es de entre 500 y 700 ms, cuando llega el siguiente latido la mayoría de los canales ya 
están en fase de reposo y, por lo tanto, preparados para volver a abrirse (Catterall, 2000; Yu y 




















Figura II.5. Características de la INa cardiaca. (A) Trazos de INa registrados en nuestro laboratorio a partir de 
miocitos auriculares humanos tras la aplicación de pulsos de 50 ms a potenciales entre -100 y +30 mV desde un 
potencial de fijación de -120 mV con una concentración de Na+ en la solución externa de 5 mM. (B) INa registrada en 
nuestro laboratorio en células de ovario de hámster chino (CHO) transfectadas con las subunidades  Nav1.5 y β1 tras 
la aplicación de pulsos de 50 ms a potenciales entre -80 y +50 mV desde un potencial de fijación de -120 mV con una 
concentración de Na+ en la solución externa de 136 mM.  
 
La inactivación de la INa cardíaca sigue un proceso biexponencial, presentando un componente 
rápido y uno lento (Rudy, 1978; Saikawa y Carmeliet, 1982; Clarkson y cols., 1984; Patlak y Ortiz, 
1985; Balser, 2001). La inactivación rápida del canal de Na+ se produce por el mecanismo 
denominado de “bola y cadena” (Armstrong y Bezanilla, 1977), mientras que la “inactivación lenta”  
es un proceso que se prolonga durante varios cientos de ms y es responsable del control de la 
entrada de Na+ durante la fase de meseta del PA cardiaco, contribuyendo de este modo al 
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mantenimiento de dicha fase del PA (Clarkson y cols., 1984; Carmeliet, 1987; Fozzard y cols., 
1987; Balser, 2001). 
 Por último, una mínima fracción de canales de sodio puede permanecer abierta y no 
inactivarse completamente. Esta fracción de corriente de sodio ha sido denominada y estudiada 
como INa,L (corriente tardía de sodio, persistente o late) y se encuentra aumentada en estados 
patológicos relacionados con eventos arritmogénicos que implican una prolongación de la fase 2 del 
PA (Undrovinas y cols., 2002; Valdivia y cols., 2004; Maltsev y cols., 2007; Shryock y cols., 2013). 
 
2.2. Canales de Ca2+ 
 
Los canales de Ca2+ dependientes de voltaje permiten la entrada de Ca2+ en respuesta a la 
despolarización de la membrana y son esenciales para acoplar las señales eléctricas en la superficie 
celular con la respuesta fisiológica a nivel celular (Nilius y cols., 1985; Bean, 1989). Inicialmente, 
los canales de Ca2+ dependientes de voltaje se clasificaron según la magnitud de la despolarización 
requerida para su activación: los que requerían una fuerte despolarización (HVA, High Voltage 
Activated o Long-lasting) y los que requerían una despolarización menor (LVA, Low Voltage 
Activated). Los canales LVA son los que hoy en día se conocen como canales de Ca2+ tipo T, que se 
activan rápidamente a Em -50 mV y se inactivan también rápidamente (Catterall y cols., 2005b; 
Nerbonne y Kass, 2005). Los canales HVA se abren cuando se despolariza la membrana hasta -30 
mV y su inactivación puede prolongarse hasta 100 milisegundos. Hasta el momento, se han 
identificado 5 subtipos de canales HVA (L, N, P, Q y R) que presentan diferentes propiedades 
cinéticas, biofísicas y farmacológicas. En el miocardio humano sólo se ha demostrado la presencia 
de los canales de Ca2+ tipo L y tipo T. 
Los canales tipo L presentes en los miocitos cardiacos determinan la fase de meseta del PA. 
Se localizan principalmente en los túbulos T, desde donde promueven la apertura de los receptores 
de rianodina del retículo sarcoplásmico (RyR2), con la consiguiente salida de Ca2+ desde el mismo 
(lo que se denomina “liberación de Ca2+ inducida por Ca2+”). Por su parte, los canales tipo T se 
localizan principalmente en las células auriculares y en las células automáticas del nodo SA y de las 
fibras de Purkinje, mientras que su presencia en las células ventriculares es mínima (Mitra y Morad, 
1986; Yuan y cols., 1986; Hagiwara y cols., 1988; Bean, 1989). Debido a este patrón de expresión, 
se ha propuesto que los canales tipo T pueden participar en la regulación del automatismo cardiaco 
(Hagiwara y cols., 1988; Bean, 1989; Wu y Lipsius, 1990). 
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2.2.1. Estructura de los canales de Ca2+ 
 
Los canales de Ca2+ dependientes de voltaje son heterotetrámeros compuestos por las 
subunidades α1, β y α2/δ, y, en algunos tejidos, la subunidad γ (Bodi y cols., 2005; Catterall y cols., 
2005b; Nerbonne y Kass, 2005; Rougier y Abriel, 2016). Hasta ahora, se han identificado los genes 
que codifican la expresión de 10 subunidades α1 (Tabla II.6), 4 subunidades β, 4 complejos α2/δ y 8 
subunidades γ, aunque a nivel cardiaco sólo se ha demostrado la existencia de las subunidades 
reguladoras β y α2/δ. Los diferentes tipos de corriente de entrada de Ca2+ (ICa) se definen en función 
de la subunidad α1 que forma el canal, mientras que las subunidades reguladoras modulan su tráfico 
a membrana y/o las propiedades biofísicas de la corriente (Figura II.6) (Bodi y cols., 2005; 
Catterall y cols., 2005b; Nerbonne y Kass, 2005; Rougier y Abriel, 2016). 
 
Tabla II.6. Clasificación 
de las diferentes 
subunidades que 
forman el poro de los 
canales de Ca2+ 
dependientes de voltaje. 
1 Tsien y cols., 1988; 2 
Snutch y cols., 1990; 3 
Birnbaumer y cols., 1994; 
4 Ertel y cols., 2000. 







Dentro de las subunidades α1 que forman los canales de Ca2+ tipo L, la subunidad Cav1.2 
(α1C) es la que se expresa predominantemente en el corazón (Bodi y cols., 2005; Zamponi y cols., 
2015; Rougier y Abriel, 2016). Se han identificado tres variantes de la isoforma Cav1.2 (Cav1.2a-
c), de las que la Cav1.2a es la isoforma específicamente cardiaca. Por su parte, la familia Cav3 
codifica las subunidades α1 de los canales tipo T (Pérez-Reyes, 2003).  
Los canales de Ca2+ presentan una gran homología estructural con los canales de Na+ 
dependientes de voltaje. Las subunidades α1 presentan 4 dominios homólogos (DI a DIV), cada uno 
compuesto por 6 segmentos TM en hélice-α (S1 a S6) (Figura II.7). El canal de Ca2+ presenta 4 
cargas positivas en los S4 de cada dominio, dando lugar al sensor de voltaje. Estos residuos 
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los canales de Na+, el lazo P que une los S5 y S6 de los cuatro dominios se hunde en la membrana y 
contribuye a formar el poro del canal. Cada uno de los lazos P del canal de Ca2+ contiene un residuo 
de glutámico (“locus EEEE”). Estos residuos forman una zona de alta afinidad por el Ca2+ (similar 
al locus DEKA de los canales de Na+) y forman el filtro de selectividad del canal (Mikala y cols., 
1993; Klockner y cols., 1996; Koch y cols., 2000). 
Figura II.6. Estructura del canal de Ca2+ tipo L. [Adaptada de Bodi y cols., 2005] 
 
Dentro de las subunidades reguladoras, las subunidades β son proteínas citosólicas que se 
ensamblan con las subunidades α1 mediante un dominio de interacción β (DIB) que se une al 
dominio de interacción α (DIA) de la subunidad α1 (Figura II.6) (De Waard y cols., 1994; Pragnell 
y cols. 1994). La subunidad β predominante en el miocardio humano es la Cav2b codificada por el 
gen CACNB2b (Buraei y Yang, 2010). Por su parte, el complejo α2/δ está formado por la unión 
mediante un puente disulfuro de la subunidad extracelular α2 y la subunidad TM δ (Figura II.6). De 
todas las isoformas, la que se considera predominante en el miocardio humano es la 21 
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2.2.2. Características de la ICa,L 
 
La ICa,L registrada en miocitos cardiacos presenta un potencial umbral de activación de 
alrededor de -30 mV y alcanza su máxima amplitud entre 0 y +10 mV. La activación y la 
inactivación son relativamente lentas, alcanzándose el pico máximo al cabo de 1-5 milisegundos 
(Figura II.7, panel A). La inactivación de la corriente es un proceso dependiente del voltaje y de la 
[Ca2+]i (Kass y Sanguinetti, 1984; Lee y cols., 1985; Zhang y cols., 1994). En la inactivación 
dependiente de voltaje, el lazo DI-DII actúa como partícula bloqueante del canal (Kim y cols., 
2004). La inactivación debida a altas [Ca2+]i representa un mecanismo de retroalimentación 
negativo de gran importancia (Brehm y Eckert, 1978) en el que están implicados un motivo de 
unión a calmodulina (CaM) (el “motivo IQ”), un motivo en “mano EF” y los péptidos A y C que se 
encuentran en el extremo C-terminal del canal (Figura II.6) (Zuhlke y cols., 1999; Peterson y cols., 
2000). Así, tras la despolarización y la entrada de Ca2+, la [Ca2+]i aumenta hasta el rango 
micromolar, lo que hace que el Ca2+ se una a la CaM asociada al canal y se promueva la 
inactivación y por tanto el cese de la entrada de Ca2+ al miocito cardiaco. Los canales de Ca2+ tipo L 
son también permeables al Ba2+. De tal forma que cuando se utiliza Ba2+ como ión conductor en 
lugar de Ca2+, se suprime la inactivación dependiente del aumento en la [Ca2+]i y por tanto la 


















Figura II.7. Características de la corriente generada por los canales de calcio tipo L. (A) ICa,L registrada en nuestro 
laboratorio en miocitos auriculares humanos tras la aplicación del protocolo que se muestra en la parte superior. 
[Adaptada de Pérez-Hernández y cols., 2016]. (B) Corriente de Ba2+ generada por los canales de Calcio tipo L 
registrada en nuestro laboratorio en células HL-1 tras la aplicación del protocolo que se muestra en la parte superior 
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2.3. Canales de K+ 
 
 Los canales de K+ constituyen el grupo más heterogéneo de proteínas de membrana. Se 
distribuyen ubicuamente a lo largo de toda la escala filogenética y están presentes prácticamente en 
todas las células, donde juegan un importante papel, por ejemplo, en el mantenimiento del potencial 
de reposo celular, la frecuencia de disparo de las células automáticas, la liberación de 
neurotransmisores, la secreción de insulina, la excitabilidad celular, el transporte de electrolitos por 
las células epiteliales o la regulación de la contracción del músculo liso esquelético y cardíaco. 
 A nivel cardíaco, los canales de K+ juegan un papel fundamental en el PA, ya que permiten la 
salida de K+ de la célula, lo que conduce a la repolarización celular. Las cinéticas de activación e 
inactivación de cada canal determinan su participación en el control de la excitabilidad celular: los 
canales que se activan rápidamente intervienen en la repolarización durante las primeras fases del 
PA, mientras que los canales que generan corrientes rectificadoras tardías que se activan 
lentamente participan fundamentalmente en la repolarización durante la fase 3. Los canales de K+ 
presentan una distribución heterogénea en función del tejido (aurícula frente a ventrículo) e incluso 
dentro de un mismo tejido (endocardio frente a epicardio). La heterogeneidad en los tipos y en la 
distribución de los canales de K+ determina la diferencia en la morfología de los PA de las distintas 
regiones del corazón (Figura II.1). Además, la expresión y las propiedades de los canales de K+ 
también pueden verse modificadas por fármacos, hormonas y diferentes enfermedades o patologías. 
 Los canales de K+ se clasifican de acuerdo al número de segmentos TM y de poros que 
presentan (Figura II.8): 
 Canales formados por 6 segmentos TM y 1 poro (6TM/1P). Incluye también a los canales de K+ 
activados por Ca2+, que presentan un segmento TM adicional (S0) en el extremo N-terminal. 
 Canales formados por 4 segmentos TM y 2 poros (4TM/2P). 
 Canales formados por 8 segmentos TM y 2 poros (8TM/2P), sólo encontrados en levaduras. 
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Figura II.8. Topología de la subunidad α de los cuatro grandes grupos de canales de K+. (A) Canales 6TM/1P. (B) 
Canales 4TM/2P. (C) Canales 8TM/2P. (D) Canales 2TM/1P. [Adaptadas de Choe, 2002] 
 
2.3.1. Canales 2TM/1P 
 
Los canales 2TM/1P (Figura II.8D), también denominados canales de K+ rectificadores 
internos (Kir), desempeñan varias funciones importantes como el control de la señalización 
neuronal, la frecuencia cardíaca o la liberación de insulina. Desde un punto de vista evolutivo, los 
canales 2TM/1P son los más antiguos.  
Actualmente, la familia de canales Kir se compone de 7 subfamilias (Kir1 a Kir7) (Tabla 
II.7), con distintas propiedades, diferente distribución y más o menos bien definidas funciones 
fisiológicas para cada una de ellas (Kubo y cols., 2005). Dentro de éstas, los canales Kir se pueden 
dividir en 4 grupos: los canales que participan en el mantenimiento del potencial de reposo (Kir2), 
los canales acoplados a proteínas G (Kir3), los canales sensibles a ATP (Kir6) y los canales 
transportadores de K+ (Kir1, Kir4 y Kir7). 
Las proteínas Kir presentan entre 327 y 501 aminoácidos y una homología estructural de entre 
un 30 y un 40%, mientras que dentro de cada subfamilia el grado de homología llega a alcanzar el 
60%. 
Todos los canales Kir presentan una relación densidad de corriente-voltaje con rectificación 
interna a pesar de que existen grandes diferencias en su grado de rectificación. Las subfamilias Kir2 
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y Kir3 son las que presentan una rectificación interna más marcada (los canales que se han 
denominado como “muy rectificadores”), mientras que algunas de ellas, como la subfamilia Kir6, 
presentan una rectificación interna mucho más débil (Lopatin y Nichols, 2001; Anumonwo y 
Lopatin, 2010). 
 
Familia Corriente Proteína Gen Cromosoma Localización 
Kir1 (ROMK)  Kir1.1-1.3 KCNJ1 17q25 Riñón, corazón, páncreas 
Kir2 (IRK) IK1 Kir2.1 KCNJ2 17q23.1-24.2 Corazón, SNC, ME, ML, 
pulmón, placenta, riñón 
IK1 Kir2.2 KCNJ12 17p11.1 Corazón 
IK1 Kir2.3 KCNJ4 22q13.10 Corazón, SNC, ME 
 Kir2.4 KCNJ14 19q13.1-13.3 Corazón, SNC, retina 
 
Kir2.5 - - 
Corazón (Carassius 
carassius) 
 Kir2.6 KCNJ18 17p11.2 ME 
Kir3 (GIRK) IK,ACh Kir3.1 KCNJ3 2q24.1 Corazón, cerebelo 
 Kir3.2 KCNJ6 21q22.13-22.2 Corazón, páncreas 
 Kir3.3 KCNJ9 1q21-23 SNC 
IK,ACh Kir3.4 KCNJ5 11q24 Corazón, páncreas 
Kir4 (BIR10)  Kir4.1 KCNJ10 1q22-q2 Glía 
 Kir4.2 KCNJ15 21q22.2 Riñón, pulmón, SNC 
Kir5  Kir5.1 KCNJ16 17q23.1-24.2 SNC, SNP 
Kir6 IK,ATP Kir6.1 KCNJ8 12p11.23 Heterogénea 
IK,ATP Kir6.2 KCNJ11 11p15.1 Heterogénea 
Kir7  Kir7.1 KCNJ13 2q37 SNC, riñón, tiroides 
 
Tabla II.7 Familias de canales de K+ 2TM/1P en mamíferos. ME: Músculo esquelético. ML: Músculo liso. SNC: 
Sistema nervioso central. SNP: Sistema nervioso periférico. 
 
2.3.1.a. Mecanismo de rectificación interna en los canales Kir 
 
Los canales iónicos se pueden considerar como resistencias eléctricas situadas en la 
membrana plasmática que pasan cargas en forma de iones entre dos compartimentos (los medios 
intra y extracelular). Dada una resistencia la relación entre la intensidad de la corriente y el voltaje 
es lineal y se describe mediante la ley de Ohm (conductancia óhmica): 
 
       Intensidad=Voltaje / Resistencia         (II.7) 
 
Las corrientes que presentan rectificación interna no tienen una relación densidad de 
corriente-voltaje lineal puesto que en un rango de voltaje de entre -60 y -20 mV (dependiendo del 
canal y las concentraciones de K+ intra y extracelulares) se produce una reducción muy marcada de 
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la amplitud de la corriente (“pendiente negativa”). A potenciales más positivos de -20 mV la 
amplitud de la corriente se mantiene en valores mínimos). Como resultado los canales de K+ que 
presentan rectificación interna generan una corriente de entrada de gran amplitud a potenciales más 
negativos del EK, mientras que a potenciales más positivos generan una corriente de salida de 
amplitud mucho menor (Figura II.9). 
 
 
Figura II.9. Características de la rectificación interna en 
la IK1. (A) Relación densidad de corriente-voltaje de la IK1. 
Se muestra el EK y la corriente esperada si el 
comportamiento del canal siguiese la ley de Ohm (línea 













A finales de los años 80, se demostró que el Mg2+ intracelular podía ocasionar la rectificación 
interna de la IK1 en miocitos ventriculares a través del bloqueo del poro del canal (Matsuda y cols., 
1987; Vanderberg, 1987), aunque el bloqueo voltaje-dependiente producido por el Mg2+ no era 
suficiente como para explicar la rectificación interna (Oliva y cols., 1990; Martin y cols., 1995). A 
partir de entonces, diversos trabajos han demostrado que la rectificación interna de los canales Kir 
se debe al potente bloqueo dependiente de voltaje producido por una familia de cationes orgánicos 
intracelulares denominados poliaminas (espermina, espermidina y putrescina) (Fakler y cols., 1994; 
Ficker y cols., 1994; Lopatin y cols., 1994; Fakler y cols., 1995).  
Las poliaminas están presentes en todos los tipos celulares y sus concentraciones 
intracelulares alcanzan el rango milimolar bajo (Cohen, 1998). Sin embargo, sólo las poliaminas 
libres originan la rectificación de los canales Kir (Yan y cols., 2005) y la mayoría de las poliaminas 
se encuentran unidas a diferentes moléculas intracelulares como el ADN, el ARN o el ATP 
(Watanabe y cols., 1991). Entre las poliaminas, la espermina (tetravalente) es la más potente a la 
hora de ocasionar rectificación interna, seguida de la espermidina (trivalente) y la putrescina 
(divalente) y la cadaverina (divalente) (Lopatin y cols., 1994; Baronas y Kurata, 2014).  
De acuerdo por tanto con el conocimiento actual, la rectificación interna es consecuencia de la 
entrada de poliaminas y Mg2+ en el interior del poro iónico cuando éstas son repelidas desde el 
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interior celular por la despolarización. Por el contrario, la hiperpolarización del interior celular atrae 
a las poliaminas y el Mg2+ hacia la cara citoplásmica de la membrana, lo que produce su disociación 
de sus sitios de unión en el poro del canal. 
 
2.3.1.b. Estructura de los canales Kir 
 
En 1998 se describió por primera vez la estructura cristalográfica mediante difracción con 
rayos X de un canal de K+, el canal bacteriano KcsA (Doyle y cols., 1998). Gracias a este estudio y 
a las cristalizaciones posteriores de otros canales 2TM/1P tanto bacterianos, MthK (Jiang y cols., 
2002a y 2002b) y KirBac (Kuo y cols., 2003), como de mamíferos, Kir3.1 (Nishida y MacKinnon, 
2002) y Kir2.2 (Tao y cols., 2009), se ha podido avanzar en el conocimiento de los aspectos 
fundamentales de la estructura y del funcionamiento de estos canales de K+. 
Los canales Kir están formados por cuatro subunidades 2TM/1P que se disponen 
simétricamente alrededor de un poro central (Figura II.10). Cada subunidad consta de dos hélices α 
(M1 y M2) conectadas por una secuencia de 30 aminoácidos (lazo P) en la que se encuentra el filtro 
de selectividad del canal (Doyle y cols., 1998). Esta región está formada por una secuencia de 
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Figura II.10. Canales 2TM/1P. (A) Estructura del canal KcsA en una visión lateral del tetrámero. (B) Estructura 
cristalizada del canal MthK en el estado abierto (a la izquierda) y modelo hipotético de su configuración cerrada (a la 
derecha). (C) Estructura del dominio intracelular del canal Kir3.1 en una visión superior (desde la membrana hacia el 
citoplasma) (panel superior) y en una visión lateral (panel inferior). (D) Modelo de la estructura de dos de las 
subunidades que forman los canales Kir2 basado en la estructura cristalográfica del canal bacteriano KirBac1.1. Se 
pueden distinguir la slide helix (en rosa), los segmentos M1 y M2 (en verde y amarillo, respectivamente), el lazo P (en 
azul) y el dominio citoplásmico (en rojo). [Adaptadas de Doyle y cols., 1998 (A), Jiang y cols., 2002a (B), Nishida y 
MacKinnon, 2002 (C) y Kuo y cols., 2003 (D)] 
 
Cabe destacar que estos canales carecen del aparato sensor del voltaje que sí poseen los 
canales de Na+, Ca2+ y K+ sensibles a voltaje. El dominio N-terminal y el voluminoso dominio C-
terminal son citoplasmáticos. En el extremo amino terminal aparece una estructura de α-hélice 
(slide helix) que se dispone paralela a la membrana plasmática y que controla el movimiento de 
apertura del canal (Doyle y cols., 1998; Kuo y cols., 2003; Hibino y cols., 2010; Baronas y Kurata, 
2014). La longitud del dominio citoplasmático de los canales Kir es, al menos, la misma que la de la 
porción transmembrana (Figura II.10), lo que hace que estos canales presenten un poro iónico con 
una longitud total (poro citoplasmático + poro transmembrana) que es aproximadamente el doble de 
la de otros canales de K+ (≈60 Å) (Nishida y MacKinnon, 2002; Pegan y cols., 2005; Hibino y cols., 
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2010). Además, este dominio citoplasmático se encuentra formando un tetrámero relativamente 
polar y con una carga neta negativa que explicaría ciertas características de la rectificación interna 
de estos canales. 
 
2.3.1.c. Principales corrientes cardiacas generadas a través de los canales Kir 
 
Dentro de la familia de canales Kir, las subfamilias Kir2, Kir3 y Kir6 son las que se expresan 
en el tejido cardíaco: los canales Kir2 participan en la formación de los canales que generan la IK1 
(Lopatin y Nichols, 2001; Anumonwo y Lopatin, 2010), las subunidades Kir3.1 y Kir3.4 
(pertenecientes al grupo de canales acoplados a proteínas G) forman el canal que genera la corriente 
activada por acetilcolina (IK,ACh), responsable de los efectos cronotrópicos e inotrópicos negativos 
observados tras la estimulación vagal (Yamada y cols., 1998; Stanfield y cols., 2002), y las 
subunidades Kir6 heteromerizan con el receptor de sulfonilureas (SUR) para formar los canales que 
generan la corriente sensible a ATP (IK,ATP), responsable del acortamiento de la DPA que aparece 
durante la isquemia cardíaca (Nichols y cols., 1996; Seino y Miki, 2003). 
 
I. La IK1 
 
La corriente rectificadora interna IK1 ejerce dos funciones principales sobre el PA cardiaco, 
tanto a nivel auricular como ventricular. Por un lado, al presentar una conductancia mucho mayor 
que cualquier otra corriente, es la responsable de controlar el potencial de reposo fijándolo a valores 
cercanos al EK. Por otro lado, cuando se produce la despolarización, los canales van a mantenerse 
cerrados durante toda la fase de meseta, abriéndose a potenciales más negativos que -20 mV, 
haciendo que la IK1 contribuya también de esta manera a la parte final de la fase 3 de la 
repolarización (Lopatin y Nichols, 2001; Anumonwo y Lopatin, 2010). 
Tal y como hemos visto, las distintas morfologías del PA registradas en el corazón se deben a 
la diferente expresión de las corrientes iónicas, incluida la IK1 (Schram y cols., 2002). Dicha 
corriente es prácticamente inexistente en células del nodo SA, lo que le permite mantener un 
potencial de reposo relativamente despolarizado (-50 mV) y que éste no se mantenga estable 
durante la fase 4 (Schram y cols., 2002). Sin embargo, la IK1 si que está presente tanto en la aurícula 
como en el ventrículo, aunque presenta diferencias significativas ya que la corriente registrada en 
miocitos ventriculares es entre 6-10 veces mayor que la auricular, lo que permite mantener el 
potencial de reposo más hiperpolarizado y una repolarización más rápida (Lopatin y Nichols, 2001; 
Dhamoon y Jalife, 2005). 
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Al aplicar un pulso hiperpolarizante, la amplitud de la IK1 alcanza un pico máximo de 
corriente con una cinética de activación muy rápida (1-2 ms) para, a continuación, disminuir 
ligeramente durante la aplicación del pulso, hasta alcanzar un nivel estable de corriente (Figura 
II.12). A potenciales más negativos que el EK, se registra una corriente de entrada de K
+ de gran 
amplitud, mientras que a potenciales más positivos que el EK, se registra una corriente de salida de 
K+ de pequeña amplitud. Además, conforme el potencial aplicado se va haciendo más positivo, la 
amplitud de esta corriente de salida disminuye hasta hacerse cero debido al fenómeno de 
rectificación interna (Figura II.11). 
Figura. II.11. Registros de la IK1 generados en nuestro laboratorio. Familia de trazos representativa de la IK1 
registrada en miocitos auriculares humanos (A)  y de la IKir2.1 registrada en células CHO transfectadas transitoriamente 
con la subunidad Kir2.1 (B) tras la aplicación de los protocolos mostrados en la parte superior, respectivamente. 
 
I.a. Composición de los canales que generan la IK1 
 
Hasta la fecha se han clonado 5 miembros de la familia Kir2 (Kir2.1, 2.2, 2.3, 2.4 y 2.6) en 
mamíferos. La expresión de los canales Kir2.4 en el corazón es mínima (sólo se ha demostrado su 
presencia en las neuronas que inervan el miocardio) (Liu y cols., 2001). La expresión de Kir2.6 
únicamente se ha demostrado en músculo esquelético (Ryan y cols., 2010), y la de Kir2.5 no se ha 
demostrado hasta la fecha en mamíferos (Hassinen y cols., 2008). 
En general, en todas las especies estudiadas, menos en el ratón (Lomax y cols., 2003), la 
densidad de la IK1 es mucho mayor en el tejido ventricular que en el auricular (Shah y cols., 1987; 
Giles e Imaizumi, 1988; Varro y cols., 1993; Melnyk y cols., 2002; Dhamoon y cols., 2004). Dentro 
de los canales que generan dicha corriente, la composición varía según la especie y el tipo celular 
estudiado y según la localización en la membrana de dichos canales (Zaritsky y cols., 2001; Kubo y 
cols., 2005, Gaborit y cols., 2007). Se ha tratado de averiguar dicha composición atendiendo a las 
diferencias que presentan cada uno de los miembros de la subfamilia Kir2 respecto a propiedades 
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farmacológicas u otras propiedades como la conductancia, la sensibilidad al Ba2+ y al pH o la 
“cinética de activación” (Liu y cols., 2001; Muñoz y cols., 2007). Gaborit y cols. demostraron que 
la expresión de canales Kir2.3 es máxima en el tejido auricular humano mientras que es residual en 
el tejido ventricular. Por el contrario, la expresión de canales Kir2.1 en el tejido ventricular humano 
es muy alta lo que sugiere que en él los canales Kir2.1 forman homotetrámeros (Gaborit y cols., 
2007). Asimismo, dichos autores encontraron diferencias significativas en el patrón de expresión 
entre el epicardio y el endocardio del lado derecho del corazón para las subunidades Kir2.1 
(expresión más elevada en el endocardio derecho), Kir2.2 (expresión más elevada en el epicardio 
derecho) y Kir2.3 (expresión más elevada en el endocardio derecho), así como diferencias en la 
expresión de las diferentes subunidades Kir2.x en las fibras de Purkinje (Kir2.1 ~ Kir2.3 > Kir2.2), 
en el ventrículo derecho (Kir2.1 > Kir2.2 ~ Kir2.3), en la aurícula derecha (Kir2.3 > Kir2.2 > 
Kir2.1) y en la aurícula izquierda (Ki2.2>Kir2.3>Kir2.1) (Gaborit y cols., 2007). En el año 2010, 
nuestro grupo (Caballero y cols., 2010a) demostró que la IK1 ventricular de cobayo está generada 
mayoritariamente por canales formados por cuatro subunidades de Kir2.1, mientras que la IK1 
auricular está generada por heterotetrámeros de Kir2.x. A pesar de que tanto en aurícula como en 
ventrículo se encontró la presencia de ARNm de las tres subunidades, la expresión de Kir2.1 en 
tejido cardiaco de cobayo fue mayor en ventrículo que en aurícula, al igual que ocurre en humanos 
(Liu y cols., 2001; Anumonwo y Lopatin, 2010, Caballero y cols., 2010a). 
 
II. La IK,ATP 
 
En el corazón, la corriente rectificadora IK,ATP juega un importante papel durante la isquemia 
miocárdica y en el precondicionamiento isquémico (Seino y Miki, 2003; Nerbonne y Kass, 2005). 
Esta corriente se inhibe por ATP intracelular y se activa por el ADP-Mg, por lo que la actividad del 
canal está regulada por el cociente ADP/ATP (Yokoshiki y cols., 1998; Seino y Miki, 2003).  
El canal KATP ventricular es el resultado de la asociación de 4 subunidades α Kir6.2 con 4 
subunidades auxiliares SUR2A (Yokoshiki y cols., 1998; Seino y Miki, 2003; Foster y Coetzee, 
2016), mientras que en la aurícula parece que podrían asociarse subunidades Kir6.2 también a 
subunidades SUR1 (Nichols y cols., 2013; Foster y Coetzee, 2016). Las subunidades SUR son 
miembros de la familia de proteínas de membrana del tipo ABC (ATP binding cassette) que 
confieren diferentes propiedades electrofisiológicas y farmacológicas a las subunidades  Kir6 a las 
que regulan (Nichols y cols., 2013). Se ha descrito que, en el sistema de conducción, los canales 
KATP podrían estar formados también por subunidades Kir6.1 (Bao y cols., 2011).  
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Las subunidades  Kir6 están formadas por 2 segmentos TM (M1 y M2) y son las que 
confieren al canal la capacidad de ser regulado por el ATP (Tucker y cols., 1996). Por su lado, las 
subunidades auxiliares SUR2A tienen 3 dominios TM (TMD0, TMD1 y TMD2) y 2 dominios de 
unión a nucleótidos, NBD1 y NBD2 (Nucleotide Binding Domain), localizados en el lazo de unión 
entre TMD1 y TMD2 y en la región C-terminal, respectivamente (Figura II.12) (Conti y cols., 
2001; Seino y Miki, 2003). Estas subunidades son las que confieren al canal la sensibilidad al ADP, 
a las sulfonilureas y a los “activadores” del canal (Yokoshiki y cols., 1998; Moreau y cols., 2000; 
Seino y Miki, 2003; Foster y Coetzee, 2016). La hidrólisis del ATP en los dominios NBD de las 
subunidades SUR2A produce la activación del canal y permite el paso de K+ a través de la 
subunidad α Kir6.2 (Yokoshiki y cols., 1998; Seino y Miki, 2003).  
 
Figura II.12. Estructura de los canales KATP. Modelo estructural del canal KATP cardiaco formado por 4 subunidades 
Kir6.2 (en rojo y amarillo) y 4 subunidades SUR2A (en azul). Cada subunidad Kir6.2 está formada por 2 segmentos 
TM en -hélice y un largo dominio citoplásmico con el sitio de unión para el ATP. Cada subunidad SUR2A contiene 3 
dominios TM (TMD0, TMD1 y TMD2) y 2 dominios de unión a nucleótidos (NBD1 y NBD2) localizados en el lazo 
de unión entre TMD1 y TMD2 (L1) y en el extremo C-terminal. [Adaptada de Moreau y cols., 2005] 
 
Los canales KATP permiten acoplar el Em al metabolismo celular (Yokoshiki y cols., 1998; 
Seino y Miki, 2003; Foster y Coetzee, 2016) puesto que son regulados por el cociente ATP/ADP. 
La IK,ATP se inhibe cuando aumenta el ATP intracelular, mientras que se activa por el ADP (Yellen, 
2002). Sin embargo, diversos factores como otros nucleótidos difosfato, el lactato o algunos 
radicales libres derivados del O2 pueden producir la desensibilización del canal, es decir, la pérdida 
de su capacidad para ser regulado por el ATP (Yokoshiki y cols., 1998; Seino y Miki, 2003; Foster 
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III. La IK,ACh 
 
En el corazón humano, los canales que generan la IK,ACh (KACh) están formados por el 
ensamblaje de subunidades Kir3.1 y Kir3.4, que forman una estructura tetrámerica siguiendo una 
estequiometría 2:2 (Dascal y cols., 1993; Krapivinsky y cols., 1995; Yamada y cols., 1998), 
mientras que la presencia de Kir3.2 y Kir3.3 es mínima o incluso nula (Wickman y cols., 1998). Se 
ha postulado que la subunidad Kir3.1 requiere de la presencia de la subunidad Kir3.4 para formar el 
canal funcional (Kennedy y cols., 1996; Yamada y cols., 1998). 
La densidad de los canales KACh es muy alta en las células marcapaso de los nodos SA (donde 
regula la frecuencia cardiaca) y AV (Mark y Herlitze, 2000). Además, juega un papel importante en 
el control de la DPA en el tejido auricular, donde la densidad de la IK,ACh es 6 veces mayor que en el 
ventricular (Schram y cols., 2002). La ACh estimula los receptores muscarínicos M2 y produce la 
apertura de los canales los cuales generan una corriente que se caracteriza principalmente por una 
activación de cinética sigmoidal dependiente de tiempo y de la dosis de agonista, por lo que se 
tardan cientos de milisegundos en alcanzar la amplitud máxima de la corriente (Breitwieser y 
Szabo, 1988). Posteriormente, y aunque la ACh esté todavía presente, se produce la disminución 
gradual de la corriente hasta que se alcanza un nivel cercano al estado estable, denominado “quasi-
steady-state” (Qss) (Kurachi y cols., 1987). 
La activación de la IK,ACh hiperpolariza el Em y reduce la frecuencia de disparo de las células 
del nodo SA, lo que explica su efecto cronotrópico negativo. Además, reduce la frecuencia de 
disparo y la velocidad de conducción a través del nodo AV, lo que explica por qué la estimulación 
vagal puede parar las taquiarritmias por reentrada intranodal (Snyders, 1999; Tamargo y cols., 
2004). 
 
2.3.2. Canales 6TM/1P 
 
Los canales 6TM/1P (Figura II.8A) agrupan a los canales de K+ activados por voltaje 
(canales Kv) y a los canales de K+ activados por Ca2+ (canales KCa), que presentan un segmento TM 
adicional (S0) en el extremo N-terminal. Tras el clonaje del canal Shaker (Jan y cols., 1983) se 
identificaron otras tres familias de genes que codifican la expresión de un gran número de canales 
Kv a las que se denominó Shab, Shaw y Shal. En mamíferos, estas cuatro familias se corresponden 
con las subfamilias Kv1 (Shaker), Kv2 (Shab), Kv3 (Shaw) y Kv4 (Shal). Hasta la fecha, se han 
descrito doce subfamilias de subunidades α Kv (Kv1 a Kv12), con una homología aminoacídica de 
≈ 70% dentro de una misma familia y de ≈ 40% entre diferentes familias (Gutman y cols., 2005). 
                                                                                                                                           Introducción                                                                                                                                                                                                                 
 46 
Además, la diversidad funcional de los canales Kv se ve aumentada por factores como: a) la 
formación de heterotetrámeros (Christie y cols., 1990; Ruppersberg y cols., 1990; Covarrubias y 
cols., 1991; MacKinnon, 1991); b) la presencia de miembros de las familias Kv5, Kv6, Kv8 y Kv9, 
que no forman canales funcionales por sí solos sino que son subunidades moduladoras que se 
ensamblan con subunidades Kv2 formando heterotetrámeros (Gutman y cols., 2005); c) la presencia 
de proteínas auxiliares, que modifican la función y/o la expresión en la membrana de los canales Kv 
(Gutman y cols., 2005); d) modificaciones postranscripcionales (splicing alternativo), que dan lugar 
a diferentes isoformas de los canales a partir de la expresión de un mismo gen (London y cols., 
1997); y e) modificaciones postraduccionales, que regulan la función de muchos canales Kv 
mediante fosforilación, ubiquitinización, palmitoilización, nitrosilación, etc (Grandi y cols., 2016; 
Chiamvimonvat y cols., 2016). 
 
2.3.2.a. Estructura de los canales Kv 
 
La primera estructura cristalográfica de un canal Kv de mamífero se resolvió en 2005. Era el 
canal formado por la subunidad α Kv1.2 y la subunidad auxiliar Kvβ2 de cerebro de rata (Long y 
cols., 2005a y b), que venía a confirmar los modelos que se habían propuesto anteriormente para los 
canales Kv tras la resolución de otros canales de K+ no dependientes de voltaje (Doyle y cols., 
1998; Zhou y cols., 2001) y de canales Kv bacterianos (Sokolova y cols., 2001; Jiang y cols., 2003a 
y b). La estructura resuelta se correspondía con la de un canal tetramérico en estado abierto cuyas 
dimensiones eran de 135x95x95 Å, con un poro de ≈ 12 Å de diámetro (Figura II.13). 
                                                                                                                                           Introducción                                                                                                                                                                                                                 
 47 
 
Figura II.13. Estructura del complejo formado por la subunidad α Kv1.2 y la subunidad auxiliar β2. (A) Vistas 
lateral (izquierda) y superior desde el lado extracelular (derecha) del complejo Kv1.2/Kvβ2. (B) Modelo propuesto del 
canal Kv1.2, donde se observa la diferente posición del lazo S4-S5 en los estados abierto (izquierda) y cerrado 
(derecha). [Adaptadas de Long y cols., 2005a (A) y 2005b (B)] 
 
 Existen dos patrones fundamentales de organización estructural en la familia de canales Kv: 
los canales Kv1 a Kv4 presentan una estructura denominada T1 o “dominio NAB o dominio de 
tetramerización” en el extremo N-terminal que se ha demostrado fundamental para el 
reconocimiento y ensamblaje entre subunidades α así como responsable de la interacción con 
subunidades β y otras proteínas (Figura II.14A), mientras que los canales Kv7 y Kv10 - Kv12 no 
presentan ese dominio T1, aunque presentan un dominio carboxi-terminal localizado en el núcleo 
central del canal que podría desempeñar una función similar (Figura II.14B) (Shen y Pfaffinger, 






















Figura II.14. Organización estructural de las subunidades α de los canales Kv. (A) Representación de los canales 
Kv1 – Kv4 con el dominio T1 situado en la región citoplásmica de manera central justo debajo del dominio del poro y 
rodeado por los extremos C-terminales de cada subunidad. (B) Representación de la estructura de los canales Kv7 y 
Kv10 – Kv12 en la que ahora son los extremos C-terminales los que se sitúan de manera central en la cara citoplásmica 
justo debajo del poro, rodeados por los extremos N-terminales de cada subunidad. CNBD: Dominio de unión a 
nucleótidos cíclicos (Cyclic Nucleotide Binding Domain). [Adaptada de Barros y cols., 2012] 
 
I. La subunidad α 
 
 En los canales Kv, cada subunidad α consta de 6 segmentos TM (S1 a S6) con estructura de 
hélice α y conectados entre sí por secuencias hidrofílicas no conservadas. Los S1 a S4 constituyen 
el sensor de voltaje mientras que los segmentos S5 y S6 forman el poro iónico o dominio del poro. 
La secuencia que conecta el S5 y el S6 se denomina región o lazo P, está formada por 20 
aminoácidos, y se introduce en la membrana (1 nm) tapizando la parte extracelular del poro iónico 
(Figura II.15) (Liman y cols., 1991; MacKinnon, 1991; Yellen y cols., 1991; MacKinnon, 2003; 
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Figura II.15. Representación esquemática de la organización tetramérica de las subunidades α de los canales Kv. 
En el centro de la figura se visualiza un esquema del modelo de plegamiento de una de las cuatro subunidades. Cada 
subunidad se compone principalmente de 6 segmentos TM (S1-S6), el lazo P y el lazo S4-S5, y los dominios N y C 
terminales (esquema parte derecha de la figura). [Adaptada de Barros y cols., 2012] 
 
 Dominio del poro y filtro de selectividad 
 
Para formar un canal funcional es necesario el ensamblaje de cuatro subunidades α, las cuales 
se van a disponer de tal forma que la boca externa del poro está formada por el lazo P, mientras que 
el segmento S6 y la región peptídica que une los segmentos S4 y S5 forman la boca interna del poro 
(Figura II.15). 
 La región que une los segmentos S5 y S6 es el sitio de unión de muchas toxinas y el segmento 
de unión de S4-S5 forma parte del receptor para la partícula de inactivación (Isacoff y cols., 1991). 
Gracias a estudios de mutagénesis dirigida en canales, se ha podido demostrar que en el poro iónico 
se encuentran los lugares de unión para el tetraetilamonio (TEA) (Yellen y cols., 1991; Choi y cols., 
1993), fármacos antiarrítmicos como la quinidina (Yeola y cols., 1996), o anestésicos locales como 
la bupivacaína (Valenzuela y cols., 1995; Franqueza y cols., 1997) y la benzocaína (Caballero y 
cols., 2002). 
 El radio de un átomo de K+ es de 1.33 Å, mientras que el de un átomo de Na+ es de 0.95 Å. 
Pese a esta pequeña diferencia en el radio atómico, los canales de K+ son capaces de discriminar 
entre ambos iones con una selectividad superior a 1000 veces para el K+, con una velocidad de 
conducción ≈ 108 iones/s. El filtro de selectividad del canal se encuentra en una región del lazo P 
formada por los aminoácidos (T/S)xxTxGYG, denominada “secuencia de selectividad del K+” y 
que está altamente conservada en todos los canales de K+ (MacKinnon y Yellen, 1990; 
Heginbotham y cols., 1994). A excepción de los aminoácidos que forman el filtro de selectividad, 
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interacción electrostática del K+ con el canal y creándose una ruta de baja resistencia desde el 
citoplasma hasta el filtro de selectividad que permite que el ion K+ hidratado pase fácilmente desde 
la solución intracelular hasta la cavidad central, donde alcanza una elevada concentración (≈ 2 M) 
(Zhou y cols., 2001). 
Una vez allí, el ion K+ ha de atravesar el estrecho paso que forma el filtro de selectividad y 
para ello ha de perder sus capas de hidratación. La entrada de un ion K+ en el filtro de selectividad 
crea un dipolo, de manera que un ion K+ dispone de cuatro sitios de unión a lo largo del filtro de 
selectividad, formados por los átomos de oxígeno de los carbonilos de los residuos TxGYG. Para 
compensar el coste energético que supone la deshidratación del ion al atravesar el filtro, los átomos 
de oxígeno hacen las veces de moléculas de agua de manera que, durante su paso a través del filtro 
de selectividad, los iones K+ se encuentran rodeados de ocho átomos de oxígeno, en una disposición 
similar a la que adoptan las moléculas de agua que rodean a los iones de K+ en el medio acuoso 
(Figura II.16) (Roux y MacKinnon, 1999; MacKinnon, 2003). 
El filtro de selectividad presenta una longitud de 12 Å, de manera que a lo largo del filtro 
normalmente se encuentran 2 iones K+ (≈ 2.7 Å), separados por una molécula de agua, a una 
distancia de 3.5 Å (Morais-Cabral y cols., 2001; Zhou y MacKinnon, 2003). La presencia de un 
único ion K+ permitiría una fuerte interacción de éste con los aminoácidos del filtro, pero la entrada 
de un segundo ion produce una repulsión electrostática mutua, que compensa la atracción del filtro 
de selectividad y produce la salida del ion K+ hacia el espacio extracelular (Doyle y cols., 1998). 
 
 
Figura II.16. Representación esquemática del filtro de selectividad de los canales de K+. (A) Representación 
esquemática de dos de las subunidades que forman el canal KcsA en una vista lateral, con la región que forma el filtro 
de selectividad señalada en rojo. Los sitios de unión de los iones K+ se representan como esferas verdes y las moléculas 
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aminoácidos E71 al D80 que rodean el filtro. Los sitios de unión de los iones K+ se representan como esferas verdes y 
están numerados del 1 al 4 desde la región extracelular hacia la intracelular. [Adaptadas de Zhou y MacKinnon, 2003] 
 
 Sensor de voltaje 
 
La principal característica de los canales Kv consiste en que son capaces de detectar los 
cambios de voltaje producidos en la membrana y acoplar esta señal a su funcionamiento 
(Armstrong, 1974; Sigworth, 1994; Bezanilla, 2000 y 2002). La dependencia de voltaje de los 
canales de K+ se debe a la presencia en su estructura de un sensor de voltaje que está formado por 
los cuatro primeros segmentos del canal (S1-S4). El segmento S4 contiene cuatro o más residuos 
cargados positivamente (argininas y lisinas), cada uno de los cuales se encuentra separado por dos 
residuos hidrofóbicos, que se recolocan en la membrana cuando el Em varía. Así, durante la apertura 
y cierre del canal, se genera un movimiento de cargas de ≈ 12-13 eo a través del campo eléctrico 
transmembrana (Schoppa y cols., 1992; Hirschberg y cols., 1995) que resulta en una corriente 
denominada “corriente de gating”, la cual puede ser medida experimentalmente (Armstrong y 
Bezanilla, 1973; Armstrong, 1974). Diversos estudios han demostrado que mutaciones que 
neutralizan los aminoácidos cargados del S4 desplazan el valor del punto medio de la curva de 
activación de los canales Kv, lo que indica que el S4 juega un importante papel en el cambio 
conformacional que conlleva la apertura de éstos (Liman y cols., 1991; Papazian y cols., 1991). 
Dos son los principales modelos de movimiento del sensor propuestos: un modelo “de 
rotación”, con la exposición de determinados residuos del S4 en ranuras acuosas en las que el 
campo eléctrico está muy confinado (Figura II.17A), y un modelo “de inclinación” o “modelo de 
remo”, que implica grandes desplazamientos del sensor a través del campo transmembrana (Figura 
II.17B) (Jiang y cols., 2003a y b; Tombola y cols., 2005). 
 
Figura II.17. Modelos de movimiento del 
sensor de voltaje de los canales Kv. (A) 
Modelo convencional en el que el movimiento 
de cargas se realiza a través del núcleo proteico 
del canal mediante un movimiento de traslación 
y/o rotación del S4. (B) Modelo en el que el 
sensor de voltaje se encuentra sumergido en los 
lípidos de la membrana, produciendo el 
desplazamiento de cargas a través del campo 










Modelo convencional de rotación
Modelo de inclinación
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II. Subunidades auxiliares 
 
 El ensamblaje de 4 subunidades α es suficiente para formar un canal funcional que genere 
una corriente iónica. Sin embargo, la presencia de subunidades auxiliares aumenta la diversidad 
funcional de los canales Kv (Figura II.18 y Tabla II.8) y regula funciones como el gating, la 
expresión y/o el tráfico hacia la membrana de éstos (Tabla II.8). Además, estas subunidades 
pueden servir como sitio de unión de moléculas adaptadoras o de ligandos exógenos/endógenos. 
 
Figura II.18. Dibujo esquemático de diversos tipos de subunidades auxiliares de canales iónicos y su posición 
respecto al poro. Las subunidades  aparecen en gris y las subunidades  en rojo. (A) Ensamblaje de 4 subunidades  
Kv a través del extremo N-terminal con 4 subunidades Kv citosólicas. (B) Interacción del canal Kv4.2 con un 
complejo de 4 subunidades citoplásmicas KChIP. Se observa también la asociación de la subunidad DPPX con la 
subunidad . (C) Asociación de 4 subunidades Kv7.1 con 2 subunidades minK, así como la formación del complejo 
macromolecular con la proteína adaptadora yotiao. (D) Complejo molecular formado por una subunidad  Kv, las 
subunidades auxiliares Kv, MiRP y KChAP y una proteína de densidad pos-sináptica (PSD). [Adaptadas de 
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Tabla II.8. Principales subunidades auxiliares de los canales Kv. *Subunidades que se expresan en el miocardio. 
1(Nakahira y cols., 1996) 2(Aimond y cols., 2005) 3(Sanguinetti y cols., 1996) 4(McCrossan y Abbott, 2004; Delpón y 
cols., 2008) 5(Wible y cols., 2002) 6(An y cols., 2000; Wang y cols., 2007) 7(An y cols., 2000; Wang y cols., 2007) 8(An 
y cols., 2000) 9(Kin y cols., 2001; Nadal y cols., 2003) 10(Radicke y cols., 2006). 
 
2.3.2.b. La inactivación de los canales Kv 
 
El estado inactivo es un estado no conductor que la mayoría de los canales Kv alcanzan tras su 
activación, aunque puede alcanzarse desde el estado cerrado o sin que el canal se abra (Rasmusson 
y cols., 1998; Kurata y Fedida, 2006). Tanto la inactivación como la recuperación de la misma son 
fundamentales para determinar la contribución de cada una de las corrientes de K+ a la 
repolarización cardíaca. Sin embargo, no existe un único mecanismo responsable de la inactivación, 
sino que es un proceso que presenta propiedades diferentes dependiendo del canal estudiado. 
La inactivación tipo-N se conoce como “modelo de la bola y la cadena”, ya que una secuencia 
de aproximadamente 20 aminoácidos del extremo N-terminal (bola), que se encuentra unida al canal 
a través del dominio formado por el resto de aminoácidos hasta el segmento S1 (cadena), ocluye el 
poro intracelular del canal e impide el paso de los iones (Figura II.19) (Zagotta y cols., 1990; 
Isacoff y cols., 1991; MacKinnon y cols., 1993; Gómez-Lagunas y Armstrong, 1995; Lee y cols., 
1996). Este mecanismo es un proceso de inactivación muy rápido (1-10 ms), por lo que también se 
conoce como “inactivación rápida” y se produce en canales de la familia Shaker (Kv1.1 y Kv1.4), 
Kv4.2 y Kv4.3 8
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Shal (Kv4.2 y Kv4.3) y Shaw (Kv3.1-3.4) (Coetzee y cols., 1999). Se ha determinado que existen 
alrededor de 10 aminoácidos hidrofóbicos seguidos de una serie de aminoácidos con una carga neta 
positiva que determinan la inactivación tipo-N. Gracias a estos datos se ha postulado que los 
residuos hidrofóbicos del dominio de inactivación pueden interactuar directamente con regiones 
hidrofóbicas del canal, probablemente en la región que une los segmentos S4 y S5 (Isacoff y cols., 
1991). Pero no siempre la inactivación tipo-N se produce a través de la secuencia descrita, ya que 
existen subunidades reguladoras, como las subunidades β, que pueden interaccionar con canales, 
como en el caso del canal Kv1.1, dando lugar a la inactivación tipo-N de los mismos (MacKinnon y 
cols., 1993; Rettig y cols., 1994). 
Una importante característica de este tipo de inactivación es su sensibilidad al bloqueo por 
TEA y por pancuronio, sólo cuando son aplicados en la cara intracelular del poro (Choi y cols., 
1991). 
 
Figura II.19. Modelos de inactivación de los canales Kv. (A) Modelo de “la bola y la cadena”. (B-C) Modelo de 
inactivación tipo-C: cambios conformacionales en la boca externa del poro asociados a la inactivación tipo-C (B) y 
cambios conformacionales adicionales que tienen lugar durante este tipo de inactivación (C), asociados 
fundamentalmente al S6. [Adaptadas de Aldrich, 2001 (A) y Rasmusson y cols., 1998 (B-C)] 
 
La eliminación de la inactivación rápida tipo-N deja al descubierto la presencia de un proceso 
inactivante lento al que se denominó inactivación tipo-C, puesto que inicialmente se pensó que 
dependía específicamente del extremo C-terminal del canal (Figuras II.19B y C) (Choi y cols., 
1991; Hoshi y cols., 1991). Posteriormente se demostró que esta inactivación depende de cambios 
conformacionales en la boca externa del poro que implican también la participación del filtro de 
selectividad (López-Barneo y cols., 1993; Rasmusson y cols., 1998). La inactivación tipo-C se 
diferencia de la tipo-N en que es un mecanismo en el que las cuatro subunidades del canal actúan de 
                                                                                                                                           Introducción                                                                                                                                                                                                                 
 55 
manera cooperativa, mientras que los dominios inactivantes tipo-N actúan independientemente 
(Ogielska y cols., 1995; Panyi y cols., 1995). La inactivación tipo-C, al igual que la inactivación 
tipo-N, es independiente de voltaje a potenciales a los que la activación es completa, lo que sugiere 
que son mecanismos acoplados a ésta (Hoshi y cols., 1990; Rasmusson y cols., 1995). Además, la 
recuperación de ambos tipos de inactivación es voltaje dependiente, debido al descenso del 
segmento S4 (Rasmusson y cols., 1995) de manera similar al mecanismo propuesto para el modelo 
de “bola y cadena” (Rasmusson y cols., 1995). Sin embargo, una de las principales diferencias con 
respecto a la inactivación tipo-N es que la de tipo-C no es sensible a la perfusión intracelular con 
TEA (Hoshi y cols., 1991; López-Barneo y cols., 1993) y es sensible a la concentración y naturaleza 
del catión permeable en el medio extracelular (MacKinnon y Yellen, 1990). La cinética de la 
inactivación tipo-C se retrasa al aumentar la [K+]e, debido a que la interacción del K
+ con un sitio de 
alta afinidad situado en la cara externa del poro iónico del canal impide que se produzca el cierre de 
la boca de éste (López-Barneo y cols., 1993).  
 
2.3.2.c.  Principales corrientes generadas a través de los canales Kv que intervienen en el 
PA cardiaco 
 
Gracias a estudios realizados con la técnica de patch-clamp en miocitos auriculares y 
ventriculares, se han identificado al menos 4 corrientes de K+ generadas a través de canales Kv 
implicadas en el desarrollo del PA cardíaco: la Ito1, la IKur, la IKr y la IKs (Tabla II.9). 
 
 
Tabla II.9. Diferentes subunidades α 
forman los canales Kv que generan las 
principales corrientes de K+ 
implicadas en el desarrollo del PA 
cardiaco. En la tabla también se detallan 
los genes que codifican cada una de las 
subunidades así como su correspondiente 
localización cromosómica en el humano. 
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I. La Ito 
 
La corriente transitoria (Ito) está formada en realidad por dos componentes bien diferenciados, 
la Ito1 y la Ito2, donde sólo la Ito1 es una corriente de K
+ sensible a 4-aminopiridina (4-AP) e 
independiente de Ca2+, mientras que la Ito2 es una corriente de Cl
- activada por Ca2+ y de menor 
magnitud que la Ito1 (Siegelbaum y cols., 1977; Kenyon y Gibbons, 1979; Coraboeuf y Carmeliet, 
1982; Hiraoka y Kawano, 1989). La Ito1 es responsable de la rápida repolarización durante la fase 1, 
por lo que determina la altura y la duración de la fase de meseta del PA (Nerbonne, 2000; Oudit y 
cols., 2001; Tamargo y cols., 2004; Niwa y Nerbonne, 2010).  
La Ito1 se activa (alcanza su máxima amplitud en 5-20 milisegundos) y se inactiva rápidamente 
(Figura II.20), siendo su reactivación también muy rápida (≈50 milisegundos) (Litovsky y 
Antzelevitch, 1988; Fermini y cols., 1992). La amplitud de la Ito1 es dependiente de la frecuencia 
cardiaca, por lo que su papel en la DPA es más importante a frecuencias cardiacas lentas. 
 
Figura II.20. Características de la Ito1. (A) Ito1 registrada en miocitos auriculares humanos en nuestro laboratorio tras 
la aplicación del protocolo que se muestra en la parte superior de la figura. (B) Detección por PCR de los distintos tipos 
de canales que generan la Ito1 auricular humana (panel superior) y representación de la expresión relativa de su ARNm 
(panel inferior). En el panel superior, la flecha corresponde a la banda de control interno. (C) Corriente generada por 
canales Kv4.3 registrada en células CHO tras la aplicación del protocolo que se muestra en la parte superior. 
[Adaptadas de Gómez y cols., 2008 (A), Bertaso y cols., 2002 (B) y Caballero y cols., 2004 (C)] 
 
En el miocardio humano, la densidad de la Ito1 es ≈6 veces mayor en el tejido auricular y en 
las fibras de Purkinje que en el ventrículo, mientras que, dentro de éste, dicha corriente presenta un 
gradiente transmural de expresión (epicardio > células M > endocardio, siendo ≈3-4 veces mayor en 
el epicardio que en el endocardio) (Wettwer y cols., 1994; Näbauer y cols. 1996; Li y cols., 1998). 
Actualmente, se distinguen dos fenotipos de Ito1: una Ito1 lenta (Ito1,s o slow) y una Ito1 rápida 
(Ito1,f o fast). Ambos se diferencian en función de sus propiedades biofísicas, moleculares y 
farmacológicas (Nerbonne y Kass, 2005; Chiamvimonvat y cols., 2016). Además, existe un patrón 
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de expresión para ambos fenotipos según la región del miocardio que se estudia: la Ito1,s se expresa 
fundamentalmente en regiones que presentan una DPA más prolongada (endocardio, ventrículo 
izquierdo, septo y ápex), mientras que la Ito1,f se expresa mayoritariamente en regiones epicárdicas, 
ventrículo derecho y en la base del corazón (Oudit y cols., 2001; Tamargo y cols., 2004; Niwa y 
Nerbonne, 2010). 
Se ha propuesto que los canales que generan la Ito1,s están formados por tetrámeros de 
subunidades Kv1.4 (Oudit y cols., 2001; Tamargo y cols., 2004; Niwa y Nerbonne, 2010) 
posiblemente asociadas a subunidades Kvβ1 y/o Kvβ2 (Morales y cols., 1995; Serodio y cols., 
1996). Por el contrario, los canales que generan en el miocardio humano la Ito1,f están formados por 
subunidades Kv4.3 (Figura II.20B) (Dixon y cols., 1996; Kong y cols., 1998; Dilks y cols., 1999). 
En este caso diversas subunidades auxiliares parecen formar parte del canalosoma que genera la 
Ito1,f incluyendo las subunidades KChIP2 (Bähring y cols., 2001; Kuo y cols., 2001; Rosati y cols., 
2001), MiRP1 y MiRP2 (Zhang y cols., 2001; Deschênes y Tomaselli, 2002; Lundby y Olesen, 
2006; Radicke y cols., 2006; Delpón y cols., 2008) y DPP6 (Radicke S y cols., 2008). 
 
II. La IKur 
 
Las células auriculares humanas, pero no las ventriculares (Figura II.21A) (Wang y cols., 
1993; Li y cols., 1996a), presentan una corriente ultrarrápida de salida de K+ con rectificación tardía 
(IKur) la cual se activa en el rango de potenciales de la fase de meseta del PA (Snyders y cols., 1993; 
Wang y cols., 1993; Amos y cols., 1996; Feng y cols., 1998a). Su exclusiva presencia auricular 
contribuye a que la DPA en este tejido sea más breve que en el ventricular (Feng y cols., 1998b; 
Tamargo y cols., 2009) y la convierte en una posible diana terapéutica para el desarrollo de nuevos 
fármacos para el tratamiento de arritmias auriculares (Brendel y Peukert, 2002; Nattel, 2002; 
Tamargo y cols., 2009). 
La IKur se activa rápidamente (<10 milisegundos) y su inactivación, dada la lentitud del 
proceso, se considera mínima en condiciones fisiológicas (Figura II.21) (Apkon y Nerbonne, 1991; 
Wang y cols., 1993; Li y cols., 1996a; Tamargo y cols., 2004; Caballero y cols., 2010b). Sin 
embargo, la recuperación de la inactivación también es muy lenta, lo que tiene gran importancia 
para explicar la dependencia de frecuencia de esta corriente a potenciales de membrana fisiológicos 
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Figura II.21. Características de la IKur. (A) IKur registrada en miocitos auriculares humanos (MAH) tras la aplicación 
del protocolo que se muestra en la parte superior. Tras aplicar el mismo protocolo en miocitos ventriculares humanos 
(MVH), la IKur no aparece. (B) Detección por PCR de canales Kv que generan corrientes tipo IKur en muestras 
auriculares humanas (panel superior) y representación de la expresión relativa del ARNm de cada uno (panel inferior). 
En el panel superior, la flecha corresponde a la banda del control interno. (C) Corriente generada por canales Kv1.5 
humanos expresados en células Ltk- tras la aplicación del protocolo que se muestra en la parte superior de la figura. 
[Adaptadas de Li y cols., 1996a (A), Bertaso y cols., 2002 (B) y Gómez y cols., 2005 (C)] 
 
La IKur humana es generada por tetrámeros de subunidades Kv1.5 asociados a subunidades 
Kvβ1 y Kvβ2 (McCormack y cols., 1999; Nattel y cols., 1999). Cuando se coexpresan con Kv1.5, 
las subunidades Kvβ1 participan en la regulación del canal proporcionando sitios de interacción 
para quinasas (PKA, PKC) (Kwak y cols., 1999) y modificando la inhibición producida por 
diferentes fármacos como la quinidina o la bupivacaína (González y cols., 2002). Por su parte, la 
asociación de la subunidad Kvβ2.1 con canales Kv1.5 disminuye la expresión de éstos en la 
membrana, aumenta el grado de la inactivación lenta y desplaza el punto medio de la curva de 
activación hacia potenciales más negativos (Uebele y cols., 1996; Accili y cols., 1997).  
Curiosamente, la proteína Kv1.5 se expresa en igual proporción en aurícula y en ventrículo 
humano, aunque sólo genera canales funcionales en la aurícula (Fedida y cols., 1993; Wang y cols., 
1993; Li y cols., 1996a).  
 
III. La IKr 
 
El componente rápido de la corriente de salida de K+ con rectificación tardía (IKr) determina la 
repolarización durante la fase 3 y juega un papel crítico en el control de la DPA y del periodo 
refractario cardiacos (Hancox y cols., 1998; Zhou y cols., 1998a; Tseng, 2001; Tamargo y cols., 
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La IKr fue identificada originalmente en miocitos ventriculares de cobaya (Sanguinetti y 
Jurkiewicz, 1990). Estudios posteriores describieron la presencia de la IKr en fibras de Purkinje y en 
miocitos auriculares, ventriculares, y del nodo SA de otras especies (Nerbonne, 2000; Tseng, 2001; 
Schram y cols., 2002) incluyendo la humana (Wang y cols., 1994; Li y cols., 1996b). 
 
III.a. Composición de los canales que generan la IKr 
 
La subunidad α Kv11.1 (también denominada hERG, human ether-à-go-go related gene) es la 
responsable de generar la IKr en el miocardio humano (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990 y 1991; 
Trudeau y cols., 1995). Estas subunidades, codificadas por el gen KCNH2, se ensamblan formando 
canales homotetraméricos en la membrana de cardiomiocitos (Abbott y cols., 1999). Además de en 
el miocardio, las subunidades Kv11.1 también son expresadas en otros tejidos como en sistema 
nervioso, músculo liso e incluso células de origen tumoral (Curran y cols., 1995; Arcangeli y cols., 
1997; Cherubini y cols., 2000; Tseng, 2001; Morais-Cabral y Robertson, 2015).  
Diversos estudios han sugerido que las subunidades Kv11.1 se asocian con subunidades 
auxiliares β MiRP1 (minK-related peptide 1), codificadas por el gen KCNE2, para generar una 
corriente con las características propias de la IKr nativa (Abbott y cols., 1999; Sanguinetti, 2010). 
 
 Subunidad α 
 
Dentro de la familia de canales Kv existe un pequeño grupo, denominado ether-a-go-go o 
"eag", que comprende las subfamilias Kv10 (eag), Kv11 (erg o "eag-related gene") y Kv12 (elk o 
"eag-like") (Figura II.22) (Ganetzky y cols., 1999; Vandenberg y cols., 2012; Morais-Cabral y 
Robertson, 2015). Esta clasificación ha sido realizada atendiendo al grado de similitud entre las 
diferentes secuencias de aminoácidos que componen los canales (Warmke y Ganetzky, 1994). 
Asimismo, se otorgó el nombre "eag" debido a la homología que éstos presentan con los canales 
EAG, identificados originalmente en moscas del género Drosophila, e implicados en la 
excitabilidad neuronal y en el desarrollo de la capa externa glial de los nervios periféricos durante el 
estadío larvario (Warmke y cols., 1991; Warmke y Ganetzky, 1994; Yager y cols., 2001).  
La subunidad hERG forma parte de la subfamilia de canales Kv11, cuyos miembros (ERG1, 
ERG2 y ERG3) son ortólogos de la proteína SEI (proveniente del inglés, seizure) identificada 
previamente en Drosophila (Titus y cols., 1997; Wang y cols., 1997). En concreto, la subunidad 
hERG corresponde a la isoforma humana de la proteína ERG1 (Figura II.22). 
 





















Figura II.22. Clasificación de los canales que forman las subfamilias Kv10-12. En total, 8 tipos de canales se 
distribuyen en tres subfamilias en función de la similitud de las secuencias de aminoácidos de cada uno de ellos. En 
magenta se detallan los canales descritos en Drosophila sp. La subunidad hERG corresponde a la isoforma humana de 
la proteína ERG1. La nomenclatura está basada en la establecida por la Unión Internacional de Farmacología 
(IUPHAR, International Union of Basic and Clinical Pharmacology). [Adaptada de Morais-Cabral y Robertson, 2015] 
 
Al igual que la mayoría de canales Kv, cada subunidad hERG posee una estructura basada en 
6 segmentos α-hélice TM (S1-S6) divididos, a su vez, en dos regiones principales: el sensor de 
voltaje, formado por los segmentos S1 a S4, y el poro iónico, formado por los segmentos S5-S6 y el 
lazo P que los une y en el que se localiza el filtro de selectividad (Roden y George, 1997; Guy y 
Durell, 1995; Kukuljan y cols., 1995). En el caso de hERG, dicho lazo P contiene una versión 
ligeramente modificada de la secuencia que determina la selectividad al K+ también denominada la 
“firma de los canales de K+” compuesta por los aminoácidos GYG. En los canales hERG el filtro de 
selectividad está formado por la secuencia GFG (Figura II.23) (Heginbotham y cols., 1994; Doyle 
y cols., 1998; Tseng, 2001). Como explicaremos más adelante, este cambio de aminoácido está 
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Figura II.23. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos correspondientes al lazo P y a la α-hélice que forma 
el segmento S6 de algunos canales de la familia Kv. Los residuos resaltados en negrita y cursiva están involucrados 
en diferentes propiedades de los canales como el proceso de inactivación tipo-C (residuos del lazo P), así como en la 
unión de diferentes fármacos a los canales hERG (tirosina (Y) y fenilalanina (F) en el S6). En este último caso los 
aminoácidos van marcados además con el número que indica su posición dentro de la secuencia. [Adaptada de Tseng, 
2001] 
 
Las subunidades hERG (como todos los canales de las subfamilias Kv10, Kv11 y Kv12) 
poseen dos secuencias en sus dominios N- y C-terminales que les confieren propiedades únicas 
dentro de la familia de canales de K+ dependientes de voltaje (Figura II.24) (Tseng, 2001; Morais-
Cabral y Robertson, 2015; Codding y Trudeau, 2019). Por un lado, presentan en el extremo N-
terminal un dominio hélice-bucle-hélice “Per-Arnt-Sim”, denominado motivo PAS (o dominio eag), 
correspondiente a los primeros 135 aminoácidos (Morais Cabral y cols., 1998). Concretamente, los 
residuos 26 a 135 formarían el dominio PAS, propiamente dicho, mientras que los aminoácidos 1 a 
25 formarían la región “caperuza” (en inglés, cap), encargada de proteger (Gustina y Trudeau, 
2012) y orientar correctamente el inicio del extremo N-terminal favoreciendo la interacción de éste 
con otras regiones del canal tales como el lazo de unión (región linker) entre los segmentos S4 y S5 
(De la Peña y cols., 2011; Fernández-Trillo y cols., 2011; Ng y cols., 2011). Diversos estudios han 
demostrado que el dominio PAS juega un papel crucial en el proceso de deactivación de los canales 







lazo P hélice S6
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                                                                                                                                           Introducción                                                                                                                                                                                                                 
 62 
 
Figura II.24. Estructura de los canales hERG. Esquema lineal (A) y de la estructura terciaria (B) de una de las 
subunidades α Kv11.1 y estructura cuaternaria (C) de las cuatro subunidades que forman el canal, incluyendo el 
dominio PAS en el extremo N-terminal, los 6 segmentos transmembrana (S1 a S6) y el dominio homólogo al dominio 
de unión a nucleótidos cíclicos (CNBHD) en el extremo C-terminal. En (C) se representa en magenta un solo dominio 
PAS (de cuatro) y en verde la estructura extendida de la región cap, la cual es capaz de promover una interacción del 
extremo N-terminal con otras regiones del canal implicadas en la formación del dominio del poro. [Adaptadas de 
Barros y cols., 2012 (A), Codding y Trudeau, 2019 (B) y Morais-Cabral y Robertson, 2015 (C)]  
 
Por otro lado, las subunidades hERG poseen en el extremo C-terminal un dominio CNBHD 
(cyclic nucleotide-binding homology domain) que es homólogo al dominio de unión a nucleótidos 
cíclicos presente en los canales CNG (cyclic nucleotide-gated) y HCN (hyperpolarization-activated 
cyclic nucleotide-regulated) (Warmke y Ganetzky, 1994; Morais Cabral y cols., 1998). En estos dos 
canales, los aminoácidos que constituyen dicho dominio forman una estructura secundaria en 
láminas-β, cuya orientación permite la generación de un “bolsillo” o cavidad, cargada 
positivamente, en cuyo interior se unen los correspondientes nucleótidos cíclicos (con carga 
negativa) encargados principalmente de regular el proceso de activación (Zagotta y cols., 2003). Las 
subunidades hERG, sin embargo, no son reguladas por la unión de nucleótidos cíclicos ya que, en 
este caso, las 9 láminas-β que constituyen dicha cavidad van a estar formadas principalmente por 
aminoácidos cargados negativamente, lo que genera un fenómeno de repulsión al aproximarse 
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A pesar de ello, el dominio CNBHD de las subunidades hERG posee una característica muy 
peculiar, y es que una de las láminas-β que forma la cavidad (concretamente la β9) es capaz de 
orientarse de tal manera que, a través de una secuencia principal de tres aminoácidos, fenilalanina, 
asparragina y leucina (FNL), puede unirse a una región de la propia cavidad análoga a la que sería 
el dominio de unión de nucleótidos cíclicos de los canales CNG o HCN (Brelidze y cols., 2012 y 
2013; Morais-Cabral y Robertson, 2015; James y Zagotta, 2017). Dicha secuencia ha sido 
denominada el “ligando intrínseco” y corresponde a los aminoácidos en posiciones 860 a 862 de la 
subunidad hERG (Figura II.24) (Brelidze y cols., 2013; Codding y Trudeau, 2019).  
Aunque la función del “ligando intrínseco” en la interacción con el dominio CNBHD no está 
del todo clara, una de las consecuencias directas que sí se produce es el bloqueo para la entrada 
hacia la cavidad de otras moléculas como los nucleótidos cíclicos. Además, varios estudios han 
demostrado que diversas mutaciones en la secuencia FNL están relacionadas con alteraciones en el 
gating de los canales hERG, tales como una aceleración de la cinética de deactivación o un 
desplazamiento en la dependencia de voltaje de la activación (Brelidze y cols., 2013; Dai y Zagotta, 
2017; Codding y Trudeau, 2019). Puesto que, como hemos mencionado, el dominio PAS del 
extremo N-terminal de las subunidades hERG juega un papel importante en el proceso de 
deactivación, se ha planteado que el “ligando intrínseco” no solo participe en la unión al dominio 
CNBHD sino que también podría estar mediando una unión entre este dominio de una subunidad 
hERG con el dominio PAS de otra de las subunidades que se encuentren formando el canal. De 
hecho, varios autores han confirmado que el dominio PAS, además de interaccionar con la región 
linker que une los segmentos S4 y S5 de las subunidades hERG a través de residuos localizados en 
las posiciones 91 a 94 (Li y cols., 2010), es capaz de unirse a la región CNBHD de la misma o de 
distintas subunidades (uniones intra- o interdomino, respectivamente), en este caso a través de los 
residuos tirosina y arginina localizados en posiciones 43 y 56 (Y43 y R56), respectivamente 
(Figura II.25). En todos los casos, los complejos formados se encuentran directamente implicados 
en la regulación del gating de los canales, y más concretamente, en un control directo sobre la 
velocidad de deactivación (Gustina y Trudeau, 2011 y 2012; Muskett y cols., 2011; Brelidze y cols., 
2013; Gianulis y cols., 2013; Li y cols., 2014; Codding y Trudeau, 2019).  
Cabe destacar que, actualmente, no se ha determinado con exactitud si el propio “ligando 
intrínseco” es el que favorece la interacción entre los dominios CNBHD y PAS de las subunidades 
hERG, ya que algunos estudios sugieren que el responsable no es éste sino varios residuos 
localizados inmediatamente antes, como es el aspartato en posición 803 (D803), del cual se ha 
sugerido que juega un papel muy importante en dicha interacción (Figura II.25) (Haitin y cols., 
2013; Li y cols., 2014). 
















Figura II.25. Estructura del complejo formado entre el dominio PAS del extremo N-terminal (azul) con el 
dominio CNBHD del extremo C-terminal (verde) en los canales mEAG (canal de la subfamilia Kv10 de ratón, 
homólogo a los canales hERG de humano). En la figura se muestran los aminoácidos implicados en la formación del 
complejo. Concretamente, el aminoácido R57 (R56 en canales hERG) del dominio PAS interacciona con el aminoácido 
D642 (D803 en canales hERG) del dominio CNBHD a través de la formación de puentes salinos. Ambos residuos se 
encuentran localizados entre sí a una distancia de 3.1 Ǻ. Asimismo, el aminoácido R57 puede unirse a otros 
aminoácidos de la misma estructura, como el aspartato en posición 46 (D46), estabilizando con ello el complejo 
formado entre ambos dominios. [Adaptada de Li y cols., 2014] 
 
La subunidad Kv11.1 presenta, al menos, dos isoformas debidas a modificaciones 
postranscripcionales en su extremo N-terminal, hERG1a y hERG1b (London y cols., 1997; Lees-
Miller y cols., 1997). Mientras en la isoforma hERG1a la secuencia de dicho extremo está completa 
y consta de 396 aminoácidos, en la isoforma hERG1b faltan 36 aminoácidos que afectan a la 
secuencia de los dominios PAS y cap (Figura II.26). Debido a ello, la cinética de deactivación de 
los canales formados por la isoforma hERG1b es unas diez veces más rápida que la correspondiente 
a la isoforma hERG1a (London y cols., 1997; Wang y cols., 1998; Morais Cabral y cols., 1998; 
Wang y cols., 2000). 




















Figura II.26. Estructura de las diferentes isoformas de las subunidades hERG. Mientras que hERG1a está formada 
por la secuencia completa (1159 aminoácidos), la isoforma hERG1b pierde una región del extremo N-terminal haciendo 
que la secuencia de la proteína sea mucho más corta (819 aminoácidos) La isoforma hERGUSO proviene de una 
modificación transcripcional mediante splicing alternativo a partir del mismo ARNm que la isoforma hERG1a, que 
resulta en la pérdida de un fragmento del extremo C-terminal. Por su lado, hERG1bUSO es la isoforma resultante de la 
combinación entre hERGUSO y hERG1b. [Adaptada de Jonsson y cols., 2012] 
 
Las subunidades hERG1a y hERG1b pueden unirse entre sí formando complejos homo- o 
heterotretaméricos, de tal manera que la cinética de deactivación de los canales resultantes 
dependerá de la proporción en los niveles de expresión de cada isoforma (London y cols., 1997). 
Los complejos heterotetraméricos son los que mejor recapitulan las propiedades del gating de los 
canales que generan la IKr nativa en el miocardio humano (Jones y cols., 2004). De hecho, Sale y 
colaboradores observaron un aumento en la IKr generada por complejos heterotetraméricos con 
respecto a aquella generada por complejos formados únicamente por la isoforma hERG1a, 
confirmando que la presencia de la isoforma hERG1b propiciaba que los canales permaneciesen 
durante más tiempo en un estado conformacional abierto (Sales y cols., 2008). 
Además de estas dos isoformas, existe una tercera variante que fue identificada en el 
miocardio humano a partir de una modificación transcripcional por un mecanismo de splicing 
alternativo en el mismo ARNm que codifica hERG1a (Kupershmidt y cols., 1998). Dicha isoforma, 
Dominio PAS: aminoácidos 27-135
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denominada como hERGUSO, es estructuralmente muy similar a hERG1a, a excepción de la pérdida 
de un fragmento de la secuencia del extremo C-terminal (Figura II.26). Al contrario que hERG1a y 
hERG1b, la subunidad hERGUSO no es capaz de formar canales funcionales por sí sola (Tseng, 
2001; Jonsson y cols., 2012), a pesar de que los niveles de ARNm de dicha variante son dos veces 
más abundantes en relación a las otras dos isoformas. Varios estudios han confirmado que la 
cotransfección de hERG1a con la isoforma hERGUSO, genera canales con un retraso en la cinética 
de activación y un desplazamiento en la dependencia de voltaje de la activación hacia potenciales 
más negativos (Tseng, 2001; Jonsson y cols., 2012).  
Por último, Guasti y colaboradores describieron la existencia en células tumorales de una 
cuarta isoforma, hERG1bUSO, resultado de una combinación entre las isoformas hERG1b y 
hERGUSO (Guasti y cols., 2008). Sin embargo, aún se requieren estudios más detallados con el fin 
de identificar con exactitud la estructura y función de esta isoforma en el miocardio. 
 
 Subunidad β 
 
La IKr nativa y la corriente generada por los canales Kv11.1 expresados en sistemas 
heterólogos (IKv11.1) presentan varias diferencias respecto al gating y la conductancia de los canales, 
así como la regulación de éstos por factores extrínsecos como la [K+]e. Así pues, diversos estudios 
sugieren que diferentes subunidades auxiliares podrían estar implicadas en la generación de dicha 
corriente nativa (Tseng, 2001; Tristani-Firouzi y Sanguinetti, 2003). La primera evidencia de que 
podrían existir subunidades β reguladoras que modulasen la función de las subunidades hERG 
apareció a raíz de un estudio realizado en una línea tumoral de miocitos auriculares de origen 
murino (AT-1) en los que la proteína auxiliar minK fue silenciada mediante la utilización de 
oligonucleótidos específicos antisentido. Al silenciar la expresión de minK, se observó una 
disminución en la amplitud de la IKr lo que sugirió entonces la posible interacción entre ambas 
subunidades (Yang y cols., 1995). De hecho, estudios posteriores en células CHO demostraron que 
las subunidades hERG y minK eran capaces de formar complejos estables a nivel de membrana 
(McDonald y cols., 1997). Asimismo, Kupershmdit y colaboradores realizaron un estudio 
empleando ratones knock-out homocigotos para minK (kcne1-/-) y demostraron que la IKr generada 
fue significativamente menor, y con una cinética de deactivación más lenta (Kupershmdit y cols., 
1998). Sin embargo, todavía existen respecto a si minK interacciona con los canales hERG en el 
miocardio ventricular humano. 
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En 1999 se identificaron cuatro familias de genes que codificaban péptidos relacionados con 
minK (MiRPs o MinK Related Peptides) (Abbott y cols., 1999; McCrossan y Abbott, 2004). Son los 
genes denominados KCNE1-4. KCNE1 codifica minK mientras que KCNE2 a KCNE5 codifican las 
subunidades MIRP1 a MiRP4 respectivamente. Todas las subunidades constan de un único 
segmento TM, un dominio N-terminal extracelular y un dominio C-terminal intracelular 
(McCrossan y Abbott, 2004; Bendahhou y cols., 2005).  
Se ha demostrado que, in vitro, las subunidades MiRP1 y hERG son capaces de formar 
complejos estables (Abbott y cols., 1999; Cui y cols., 2000). MiRP1 es capaz de modificar el gating 
de los canales, acelerando la cinética de deactivación, desplazando la dependencia de voltaje de la 
activación hacia potenciales positivos, y reduciendo o aumentando la sensibilidad de los canales al 
aumento de la [K+]e y a ciertos fármacos inhibidores de la IKr como el E-4031 o la claritromicina, 
respectivamente (Abbott y cols., 1999).  
La subunidad auxiliar MiRP1 se expresa preferentemente en fibras de Purkinje y células del 
nodo SA mientras que a nivel auricular y ventricular su expresión es muy baja (Lundquist y cols., 
2005), sugiriendo que dicha subunidad sólo interacciona con hERG en el sistema especializado de 
conducción (Weerapura y cols., 2002). Sin embargo, la importancia de MiRP1 en la generación de 
la IKr sí que ha sido confirmada en el tejido miocárdico al identificar diversas mutaciones asociadas 
con la aparición de Síndrome QT Largo (SQTL) congénito tipo 6 (SQTL6) o adquirido (Abbott y 
cols., 1999; Splawski y cols., 2000; Sesti y cols., 2000). 
Los datos obtenidos hasta la fecha sugieren, pues, que MiRP1 se corresponde con la 
subunidad auxiliar β de canales que generan la IKr nativa en miocitos cardiacos, a pesar de que 
actualmente no existe evidencia alguna que demuestre una asociación directa entre ambas 
subunidades. 
 
III.b. Características de la IKr 
 
En condiciones fisiológicas normales, la despolarización del Em (fase 0 del PA) produce un 
desplazamiento en el equilibrio conformacional de los canales Kv (incluyendo los canales hERG) 
desde un estado cerrado no conductor ("C") hacia el estado abierto ("O"), lo que permite el flujo de 
K+ hacia el exterior de la célula impulsado por el gradiente electroquímico del ión. Si la 
despolarización se mantiene, se produce un desplazamiento a un estado conformacional no 
conductor, denominado estado inactivo (“I”). La repolarización de la membrana revierte esta 
secuencia de eventos, desplazando el estado conformacional de la proteína de nuevo a través del 
estado abierto hacia el estado cerrado. Sin embargo, los canales hERG presentan una peculiaridad 
                                                                                                                                           Introducción                                                                                                                                                                                                                 
 68 
única respecto al resto de canales de K+, y es que van a transportar más K+ durante la repolarización 
que durante la despolarización del Em debido a que, mientras que la cinética de la transición C-O es 
lenta, la transición del paso O-I es extremadamente rápida (Figura II.27A). Así, con la 
despolarización se va a producir un aumento progresivo en la amplitud de la IKr, hasta alcanzar un 
máximo a potenciales de entre 0 y +10 mV. A potenciales más positivos, la corriente disminuye, es 
decir, los canales hERG presentan “rectificación interna”, lo que significa que la conductancia no 
aumenta de forma lineal con la despolarización del Em. En el caso de los canales hERG la 
rectificación interna es debida a que a potenciales más despolarizados de 0 ó +10 mV la cinética de 
inactivación del canal es más rápida que la activación, de hecho la precede (Figura II.27B) 
(Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990; Li y cols., 1996b; Spector y cols., 1996; Smith y cols., 1996; 
Hancox y cols., 1998; Tseng, 2001). No obstante, con la repolarización (fase 3 del PA), la 
rapidísima transición I-O (recuperación de la inativación) seguida de una lenta deactivación 
(transición de O-C) mantendrá los canales en su conformación abierta durante un tiempo suficiente 
para generar una corriente de gran amplitud que facilitará la repolarización final del PA (Figura 
II.27B) (Hancox y cols., 1998; Tseng, 2001).  
 
 
Figura II.27. (A) Representación esquemática de los distintos estados conformacionales del canal hERG. (B) Registro 
de la IhERG generada tras aplicar el protocolo mostrado en la parte superior en células CHO transfectadas con 
subunidades Kv11.1. Se muestran las transiciones entre las diferentes conformaciones del canal (O: Abierto. C: 
Cerrado. I: Inactivo). [Adaptadas de Barros y cols., 2012 (A) y Caballero y cols., 2003 (B)] 
 
Esta peculiaridad funcional de los canales hERG es crítica para determinar su papel 
fisiológico tanto en las células miocárdicas como en otros tipos celulares donde dichos canales 
también se expresan (Arcangeli y cols., 1997; Cherubini y cols., 2000; Tseng, 2001; Morais-Cabral 
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y Robertson, 2015). Asimismo, la rectificación interna de los canales hERG permite la existencia de 
una la larga fase de meseta (fase 2 del PA) característica de los PAs cardíacos, lo que a su vez 
favorece el flujo hacia el interior del Ca2+ necesario para la contracción cardiaca.  
Una consecuencia adicional de este comportamiento de los canales hERG es que, debido a su 
lenta desactivación durante la repolarización, éstos aún permanecerán abiertos decenas de 
milisegundos tras la finalización de dicha fase, a pesar de que la corriente generada en este período 
(corriente sostenida (Lu y cols., 2001)) es mínima ya que a un potencial de reposo de la célula 
cercano a -80 mV el gradiente electroquímico del K+ es mínimo. Así pues, si antes de finalizar esta 
etapa se generase una nueva despolarización (PA prematuro), estos canales podrán ser activados de 
manera más rápida que si estuviesen en un estado cerrado no conductor. El resultado es que el 
número total de canales hERG activos durante este segundo PA, y por tanto la corriente generada 
por ellos, será de igual magnitud o incluso mayor que durante el primer PA. Gracias a ello, el 
gradiente electroquímico de K+ generado ejercerá un doble efecto: por una parte, suprimirá la 
activación de los canales de Na+ que en ese momento se encontraban en periodo refractario relativo 
preparados para volver a abrirse ante el segundo estímulo prematuro, y por otra parte, impedirá la 
reactivación de los canales de Ca2+ tipo-L, ya que el periodo ventana de éstos coincidirá con el 
máximo de corriente de K+. El periodo ventana de los canales de Ca2+ tipo-L se define como el 
rango de potenciales de membrana (comprendido entre -15 y -40 mV) en el que la ICa,L que ha sido 
inactivada en gran parte durante la fase de meseta del PA puede ser parcialmente reactivada según 
la [Ca2+]i disminuye. Este periodo tiene lugar cuando el PA cardíaco se prolonga de forma excesiva 
(prolongación del intervalo QT) y la consiguiente reactivación de los canales puede causar una 
despolarización neta del potencial de membrana e inducir pospotenciales tempranos y actividad 
desencadenada (triggered focal activity) (Hirano y cols., 1992). En definitiva, la activación de los 
canales hERG contribuirá a suprimir la propagación del extrasístole prematuro y, por consiguiente, 
la aparición de arritmias por mecanismos de reentrada (Lu y cols., 2001). 
Por otro lado, diversos estudios han demostrado que mutaciones en los canales hERG, 
concretamente en el lazo P y en la mitad del extremo N-terminal del S6, modifican el proceso de 
inactivación rápida (Hoshi y cols., 1991; Schonherr y Heinemann, 1996; Smith y cols., 1996; 
Herzberg y cols., 1998; Zou y cols., 1998; Fan y cols., 1999). Estas regiones son equivalentes a 
aquellas que regulan el proceso de inactivación tipo-C de los canales Shaker (Hoshi y cols., 1991) 
por lo que se ha sugerido que ambos procesos se desarrollan a partir de un mecanismo similar. En 
los canales Shaker, la inactivacion tipo-C resulta de un movimiento concertado de las cuatro 
subunidades que forman el canal (Panyi y cols., 1995; Ogielska y cols., 1995), lo que causa un 
cambio conformacional en la boca del poro (Yellen y cols., 1994) que por un lado lo constriñe 
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impidiendo el flujo de iones a través de él y, por otro lado, modifica la selectividad iónica de tal 
manera que el canal no pueda conducir iones K+ (Starkus y cols., 1997). Actualmente, sin embargo, 
se ha propuesto que la inactivación tipo-C puede ocurrir en ausencia de dicho estrechamiento 
(Devaraneni y cols., 2013) y, en lugar de ello, podría ser consecuencia de una dilatación del poro 
justo en la zona más externa del mismo en la zona de unión a los iones K+ en el filtro de 
selectividad del canal (Hoshi y Armstrong, 2013). 
A pesar de la similitud entre los elementos estructurales involucrados en la inactivacion tipo-
C de los canales Shaker y hERG, existen claras diferencias entre ellos que merecen especial 
atención y es que, al contrario que en los canales Shaker, la inactivación de los canales hERG es 
dependiente de voltaje y presenta una cinética aproximadamente 100 veces más rapida (Spector y 
cols., 1996; Wu y cols., 2014). Diversos estudios han sugerido que esta diferencia es consecuencia 
de dos caracterísitcas de los canales hERG. Por un lado, la dependencia de voltaje podría ser debida 
al movimiento producido en ciertos residuos del canal impulsados por la despolarización de la 
membrana. De hecho, ha sido demostrada la existencia de cambios en la estructura dependientes de 
voltaje que ocurren en una escala temporal compatible con aquella observada durante el proceso de 
inactivación (Smith y Yellen, 2002). Mientras que varios autores defienden que dicho movimiento 
podría ser producido en torno al sensor de voltaje que forman los segmentos S4 de cada una de las 
subunidades hERG, otros autores afirman que los residuos implicados no corresponden con el 
propio sensor sino más bien con una serie de aminoácidos cargados localizados en la región 
extracelular del canal, concretamente en el extremo N-terminal del lazo P (secuencia comprendida 
entre los residuos 571 a 614) (Vandenberg y cols., 2004; Zhang y cols., 2004; Piper y cols., 2005). 
Entre ellos, cabría destacar el aspartato (D) y la lisina (K) localizados en las posiciones 591 y 595, 
respectivamente, ya que se ha sugerido que la presencia de mutaciones en dichos aminoácidos dan 
como resultado canales que no inactivan (D591C) o, directamente, no son funcionales (K595C) 
(Liu y cols., 2002). 
Por otro lado, ha sido demostrado que la cinética de inactivación tan rápida de los canales 
hERG se debe fundamentalmente a la estructura de la boca externa del poro, la cual es más estrecha 
y flexible que la de los canales Shaker, permitiendo con ello que el reordenamiento producido por 
las subunidades durante el proceso de inactivación requiera un movimiento menor y mucho más 
rápido (Fan y cols., 1999; Dun y cols., 1999; Perrin y cols., 2008). Los determinantes moleculares 
que explicarían esta diferencia entre las bocas externas de los poros de ambos canales pueden ser 
identificados al comparar entre sí las secuencias de aminoácidos de los respectivos lazos P (Figura 
II.23). En el caso de los canales Shaker, dicha secuencia presenta dos triptófanos (WW) en el 
extremo N-terminal así como una tirosina (Y) en el filtro de selectividad del K (GYG). De acuerdo 
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con la estructura cristalizada del canal KcsA, se pueden formar puentes de hidrógeno entre los 
nitrógenos de los triptófanos de una de las subunidades con los grupos hidroxilo de las tirosinas del 
resto de subunidades que forman el canal. Estos puentes de hidrógeno favorecen un desplazamiento 
en el equilibrio conformacional de la boca externa del poro hacia un estado activo conductor (Doyle 
y cols., 1998). Por el contrario, en los canales hERG los triptófanos son reemplazados por 
tirosina/fenilalanina (YF) y la tirosina del filtro de selectividad es reemplazada por una fenilalanina, 
dando lugar a la pérdida de puentes de hidrógeno y, con ello, al desarrollo de una estructura más 
débil y estrecha, aunque mucho más flexible. De hecho, dicha flexibilidad proporciona una segunda 
característica al lazo P, y es que su extremo carboxilo, el cual se encuentra inmerso en la membrana 
plasmática de la célula cardiaca, va a tener la posibilidad de deslizarse o girar en respuesta a la 
despolarización del potencial de membrana, siendo este movimiento en último término responsable, 
como hemos mencionado en el párrafo anterior, de la dependencia de voltaje de la inactivación de 
los canales hERG (Zhang y cols., 2004).  
 
III.c. Regulación de la IKr 
 
La IKr puede ser regulada por factores intrínsecos tales como el grado de expresión de las 
diferentes subunidades que forman los canales hERG así como las propiedades biofísicas que los 
caracterizan, y por factores extrínsecos como la temperatura, la composicion del medio extracelular, 
cambios en el pH o la estimulación de receptores adrenérgicos en la membrana de los 
cardiomiocitos. 
 
 Regulación de la IKr por factores intrínsecos 
 
La expresión de los canales hERG es un proceso dinámico cuyos niveles van a ser 
dependientes de especie, órgano, tejido e incluso del estado de diferenciación y etapa del ciclo 
celular. Asimismo, en órganos como el corazón, los canales hERG se distribuyen de manera 
diferente en función de cada uno de los tejidos que o componen. Así pues, diversos autores han 
estudiado en detalle los niveles de expresión de los canales ERG en el tejido cardiaco de diferentes 
especies animales. Mientras en el hurón, por ejemplo, la expresión es más abundante en la región 
epicárdica ventricular (Brahmajothi y cols., 1997), en el ventrículo izquierdo de conejo existe un 
gradiente de densidad con un mayor número de canales en la región del ápex y un menor número en 
la base (Cheng y cols., 1999). Cabe destacar que, en el conejo, la IKr es generada en las células del 
nodo SA, donde ejerce un importante papel en el control de la actividad marcapasos (Verheijck y 
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cols., 1995), así como en células del nodo AV y en las células de Purkinje (Nerbonne, 2000; 
Schram y cols., 2002; Tamargo y cols., 2004). En los miocitos del ventrículo izquierdo de cobayo y 
de gato existe un gradiente transmural, de manera que la densidad de la IKr es significativamente 
mayor en el epicardio que en el endocardio (Main y cols., 1998; Furukawa y cols., 1992). En el 
miocardio humano, la expresión de canales hERG, así como la densidad de la IKr generada, es 
mayor a nivel ventricular que auricular, mientras que en la rata y el cobayo ocurre lo contrario 
(Sanguinetti y Jurkiewicz, 1991; Pond y cols., 2000; Tseng, 2001; Tamargo y cols., 2004). Además, 
en el miocardio humano existe un gradiente de expresión de los canales hERG a nivel 
interventricular e interauricular, de tal manera que ésta es mayor en el ventrículo y aurícula 
derechos que en ventrículo y aurícula izquierdos. Acorde a ello, la DPA es más corta en el 
ventrículo derecho que en el izquierdo, lo que representa un mecanismo relevante en el control de la 
arritmogénesis bajo condiciones fisiológicas normales (Luo y cols., 2008). 
Las diferencias en la expresión de los canales hERG van a venir determinadas 
fundamentalmente por modificaciones transcripcionales y postranscripcionales en las subunidades 
que los forman. De hecho, se han identificado varios factores de transcripción tales como GATA1 y 
3, Hand2, el factor de respuesta al suero (SRF) y MyoD, que son capaces de unirse a secuencias 
consenso específicas dentro de la región promotora del gen KCNH2 y regular la expresión de los 
canales hERG durante la etapa de cardiogénesis (Luo y cols., 2008). Asimismo, tanto la región 
promotora de la isoforma hERG1a como la de hERG1b poseen varias secuencias consenso para la 
unión de la proteína estimulante 1 (Stimulating protein 1 o Sp1) (Luo y cols., 2008), la cual 
pertenece a la familia multigénica de factores de transcripción con dedos de zinc capaces de unirse a 
secuencias de ADN en células de mamífero gracias a la interacción con regiones ricas en 
dinucleótidos guanina-citosina (GC) (Kadonaga y cols., 1988; Pugh y Tjian, 1990; Kaczynski y 
cols., 2003). La unión de Sp1 a dichos promotores se encuentra implicada en la determinación del 
sitio de inicio de la transcripción en los genes a los que regula. 
 
 Regulación de la IKr por factores extrínsecos 
 
Varios factores extrínsecos como la [K+]e, modificaciones del pH, estimulación β-adrenérgica 
de los cardiomiocitos o diversas condiciones patológicas, son capaces de regular la densidad de la 
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Regulación de la IKr por cambios en la composición del medio extracelular 
 
La [K+]e local es un factor determinante de la densidad de la IKr así como de la cinética de 
deactivación de los canales hERG (Scamps y Carmeliet, 1989; Sanguinetti y Jurkiewicz, 1992; 
Yang y cols., 1997). Paradójicamente, un aumento de la [K+]e va a dar lugar a un aumento en la 
amplitud de la corriente generada, a pesar de observarse una disminución en la fuerza electromotriz 
para el K+ (Sanguinetti y cols., 1995; Sanguinetti y Jurkiewicz, 1992). Este aumento en la IKr es 
debido a que la acumulación de iones K+ en el espacio extracelular va a impedir que tengan lugar 
cambios conformacionales en la boca externa del poro que producen la inactivación y, por tanto, los 
canales hERG van a permanecer más tiempo en un estado activo conductor (Baukrowitz y Yellen, 
1995; Yang y cols., 1997; Wang y cols., 1997). Por otro lado, un aumento en la [K+]e va a disminuir 
la afinidad de los canales hERG por otros iones como el Na+ (Numaguchi y cols., 2000).  
 
Otro de los factores a tener en cuenta son los cambios producidos en el pH extracelular. La 
acidificación (hasta un pH de 6.4 o 6) produce aceleración de la cinética de deactivación de los 
canales hERG (Vereecke y Carmeliet, 2000; Jiang y cols., 1999; Berube y cols., 1999; Anumonwo 
y cols., 1999), con pocos o ningún cambio en la densidad de la IKr. Al acidificar el medio se 
protonan ciertos residuos de la superficie extracelular de los canales hERG, induciendo sucesivos 
cambios alostéricos que desestabilizan la unión producida entre el dominio N-terminal y el lazo que 
une los segmentos S4 y S5 en la cara interna del poro a potenciales negativos. Dicho proceso es lo 
que conlleva, en último término, al desarrollo de una cinética de deactivación de los canales mucho 
más rápida que la observada bajo condiciones a pH fisiológico (Tseng, 2001). 
 
Regulación de la IKr por estimulación β-adrenérgica 
 
Los canales hERG presentan cuatro sitios de fosforilación por la protein-quinasa (PKA) 
dependiente de AMP cíclico (AMPc) así como el mencionado dominio homólogo al dominio de 
unión a nucleótidos cíclicos (CNBHD) en el extremo C-terminal. Debido a ello, estos canales 
pueden ser modulados, tras la estimulación de receptores β-adrenérgicos, bien por una vía 
dependiente de fosforilación mediada por la PKA, o bien por la unión directa del AMPc al dominio 
CNBHD (Figura II.28) (Cui y cols., 2000; Kiehn, 2000; Cui y cols., 2001). 
La estimulación de receptores β-adrenérgicos en la membrana de cardiomiocitos conlleva a la 
activación de la adenilato ciclasa lo que, a su vez, produce un aumento en los niveles de AMPc 
intracelulares. El AMPc será el encargado de activar a la PKA, la cual fosforila los canales hERG, 
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produciendo una disminución de la IKr así como un desplazamiento hacia potenciales positivos en la 
dependencia de voltaje de la activacion y una disminución en las constantes de tiempo de la cinética 
de deactivación. Diversos estudios han demostrado que los efectos producidos por la PKA sobre los 
canales hERG pueden revertirse al eliminar los cuatro sitios de fosforilación (S283, S890, T895, 
S1137) o alternativamente, utilizando inhibidores específicos de dicha protein-quinasa, tales como 
H89 o KT5720 (Thomas y cols., 1999; Cui y cols., 2000). Asimismo, la coexpresión de los canales 
hERG junto con las subunidades auxiliares minK o MiRP1 acentúa el desplazamiento en la 
dependencia de voltaje de la activación inducido por AMPc (Cui y cols., 2000). 
Varios autores han sugerido que la interacción dinámica de los canales hERG con la proteína 
reguladora de pequeño tamaño 14-3-3, podría modificar los efectos producidos por la fosforilación 














Figura II.28. Modulación de los canales hERG por diferentes vías de estimulación adrenérgica. Por un lado, la 
estimulación de los receptores α-adrenérgicos activa a la fosfolipasa C (PLC), la cual hidroliza el fosfatidil inositol 4,5-
bifosfato (PIP2) de membrana dando lugar a inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). EL DAG activa, a su 
vez, a la protein-quinasa C (PKC) que, junto con la protein-quinasa A (PKA), modulan los niveles de activación de los 
canales hERG a través de factores intermedios por una vía independiente de fosforilación. Asimismo, el PIP2, por sí 
solo, puede interaccionar directamente con los canales hERG y producir un aumento en la corriente generada por éstos. 
Por otro lado, la estimulación de receptores β-adrenérgicos activa la adenilato ciclasa, lo que deriva en un aumento en 
los niveles de AMPc intracelular con la consiguiente activación de la PKA. Dicha protein-quinasa es capaz de disminuir 
la corriente generada por los canales hERG a través de la fosforilación directa de éstos en sus cuatro sitios de 
fosforilación (S283, S890, T895, S1137). Dicho proceso es potenciado además por la acción de la proteína accesoria de 
pequeño tamaño 14-3-3. Por último, el AMPc, por sí solo, es capaz de aumentar la corriente generada por los canales a 
través de la unión directa con el dominio CNBHD. [Adaptada de Thomas y cols., 2006]  
 
Por otro lado, los canales hERG también pueden ser modulados por el enzima protein-quinasa 
C (PKC) por una vía tanto independiente (Barros y cols., 1998; Thomas y cols., 2003) como 
dependiente de fosforilación. En ambos casos, el origen se encuentra en la estimulación de 
receptores cardiacos α1A-/α1C-adrenérgicos asociados a proteínas G, los cuales van a activar la 
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mensajero diacilglicerol (DAG) a partir de la hidrólisis del fosfolípido de membrana 
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2). El DAG será el encargado en último término de activar a la 
PKC (Figura II.28). Cabe destacar que el PIP2, por si solo, es capaz de aumentar la amplitud de la 
IKr y desplazar la dependencia de voltaje de la activación de los canales hERG hacia potenciales 
más negativos (Bian y cols., 2001; Tamargo y cols., 2004). Este efecto es posible gracias a una 
interacción electrostática entre los grupos fosfato del PIP2, cargados negativamente, con los 
aminoácidos con carga positiva presentes en las diferentes subunidades que forman los canales y 
que favorece que éstos permanezcan por más tiempo en un estado abierto (Bian y cols., 2001). 
Recientemente, Sutherland-Deveen y colaboradores han demostrado que la activación de la 
PKC mediada por el forbol-12-miristato-13-acetato (PMA), regula los canales hERG de manera 
diferente en función de si ésta es activada de forma aguda (durante al menos 30 minutos) o 
prolongada (durante al menos 16 horas) (Sutherland-Deveen y cols., 2019). La activación aguda de 
la PKC va a dar lugar a la fosforilación de la tirosina en posición 74 (T74) del extremo N-terminal 
del canal como había sido descrito por otros autores (Cockerill y cols., 2007; Liu y cols., 2017). El 
resultado es una disminución de la IKr así como un desplazamiento de la dependencia de voltaje de 
la activación hacia potenciales positivos. Aun así, actualmente se desconoce si este proceso es 
llevado a cabo directamente por la PKC o, por el contrario, se encuentra implicada otra quinasa que, 
a su vez, ha sido fosforilada y activada previamente por ésta. Por otro lado, la activación prolongada 
de la PKC da lugar a un aumento de la expresión de los canales hERG con el consiguiente aumento 
en la corriente generada por éstos. En este caso, la PKC no fosforila directamente el canal sino a 
otras proteínas como Nedd4-2, inhibiendo su actividad. Nedd4-2 es una ubiquitin ligasa E3 
encargada de promover la ubiquitinación de diferentes proteínas para su degradación vía 
proteasoma (Yang y Kumar, 2010). Este mecanismo de degradación es el que precisamente es 
utilizado por los canales hERG (Guo y cols., 2012). Por tanto, la fosforilación de Nedd4-2 dará 
lugar a una disminución de la ubiquitinación y de la degradación de los canales, con la consiguiente 
acumulación de éstos en la membrana plasmática. Es necesario señalar que, además de esta última 
vía, diversos estudios han propuesto que la activación crónica de la PKC potencia la expresión de 
los canales hERG no por una disminución en su degradación sino a través de modificaciones 
postranscripcionales durante el proceso de síntesis (Chen y cols., 2010; Krishnan y cols., 2012). 
A pesar de todo, hay que tener en cuenta que la activación de la PKC por el PMA no resulta 
de un proceso fisiológico, por lo que los mecanismos consecuentes a dicha activación podrían no 
corresponder con lo que ocurre realmente en el miocardio humano. De hecho, se conoce que el 
PMA es capaz de activar varias isoformas de la PKC (McFerran y cols., 1995) mientras que la 
estimulación de los receptores α1A-/α1C-adrenérgicos promueven únicamente la activación de la 
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isoforma específica, en nuestro caso la cardiaca (Liu y cols., 2017). Sin embargo, se ha demostrado 
que ambos mecanismos son muy semejantes, ya que, al igual que sucede con el PMA, la 
estimulación aguda de los receptores α-adrenérgicos inhibe la IKr generada por los canales hERG y 
desplaza la dependencia de voltaje de la activación en una via en la que se también se encuentra 
implicada la fosforilación del extremo N-terminal de los canales (Thomas y cols., 2004; Cockerill y 
cols., 2007; Liu y cols., 2017), mientras que la estimulación crónica de los receptores aumenta la 
expresión de los canales hERG y la corriente generada por ellos (Chen y cols., 2010; Wang y cols., 
2014; Mahati y cols., 2016). 
Además de la participación de receptores α1A-/α1C-adrenérgicos, la vía de regulación de los 
canales hERG mediada por la PKC también puede activarse a partir de la estimulación de 
receptores asociados a hormonas, como es el caso de la hormona liberadora de tirotropina (TRH). 
La activación de estos receptores va a enlentecer y acelerar la cinética de activación y deactivación, 
respectivamente, de los canales hERG, desplazando asimismo la dependencia de voltaje de la 
activación hacia potenciales positivos (Gomez-Varela y cols., 2003). Diversos estudios han 
sugerido que, en este caso, la región de los canales implicada en dicho mecanismo va a ser el 
dominio N-proximal de las subunidades hERG, encargado de unir el dominio PAS del extremo N-
terminal con el segmento transmembrana S1 (Figura II.24 y II.29) (Barros y cols., 1998; Gomez-
Varela y cols., 2003; Alonso-Ron y cols., 2009; Barros y cols., 2012). De hecho, un estudio 
realizado por Saenen y colaboradores ha demostrado que el dominio N-proximal juega un papel 
muy importante en la regulación del mecanismo de activación de los canales hERG, gracias a la 
presencia de un cluster compuesto por aminoácidos en su mayoría cargados positivamente y 
denominado como KIKER (Lisina(K) - Isoleucina(I) - Lisina(K) - Glutámico(E) – Arginina(R)). 
Estos residuos ocupan las posiciones 362 a 366 de la subunidad hERG (Figura II.29) y van a 
encargarse de regular la activación de los canales a través de interacciones de tipo electrostático con 
otras regiones del canal tales como el extremo intracelular de los segmentos S4 y S6, o incluso la 
región de interacción entre los segmentos S4 y S5  (Saenen y cols., 2006). 
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Figura II.29. Representación esquemática del dominio N-terminal de la subunidad hERG. La secuencia en la 
isoforma hERG1a se divide, a su vez, en tres regiones principales: el extremo N-terminal formado por el dominio PAS 
(residuos 2 a 138), la región N-proximal (residuos 139 a 377) y la región de unión con el extremo intracelular del 
segmento transmembrana S1. Dentro del dominio N-proximal, se localiza la secuencia KIKER (residuos 362 a 366) en 
la que los aminoácidos cargados se han marcado con signos (+) o negativo (-), respectivamente. La isoforma hERG1b, 
carece de dominio PAS, comparte los aminoácidos del 1 al 35 y la región de unión con el S1, formada por los residuos 
377 a 396. [Adaptada de Saenen y cols., 2006] 
 
Regulación de la IKr en condiciones patológicas 
 
Diversas condiciones patológicas que afectan al corazón pueden inducir cambios a largo plazo 
en la expresión y función de las subunidades que forman los canales hERG, no siendo estos 
cambios uniformes en las diferentes regiones del corazón lo que favorece la dispersión y alteración 
de la repolarizacion del PA (Pinto y Boyden, 1998; Volders y cols., 1999; Jiang y cols., 2000). En 
un modelo canino de infarto se ha demostrado la disminución en la densidad de la IKr y los niveles 
de ARNm de las subunidades hERG en los miocitos ventriculares (Jiang y cols., 2000). Sin 
embargo, 48 horas después del infarto, la densidad de la IKr aumenta en las células de Purkinje 
subendocárdicas, lo que ocasiona que se genere un gradiente en la repolarización ventricular. Esta 
heterogeneidad en la repolarización puede ser proarrítmica per se además de aumentar los efectos 
proarrítmicos de ciertos fármacos posinfarto de miocardio. Se ha demostrado que tanto la 
hiperglucemia como la hipoglucemia inhiben la corriente generada por canales hERG y pueden 
causar prolongación del intervalo QT y arritmias ventriculares, ya que el ATP proveniente de la 
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III.d. Propiedades farmacológicas de la IKr 
 
La IKr es la diana terapeútica de los denominados fármacos antiarrítmicos de clase III, 
concretamente, del grupo de las metanosulfonanilidas (almokalant, dofetilida, D-sotalol, E-4031, 
ibutilida y MK-499) (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990; Spector y cols., 1996; Nattel y Singh, 1999; 
Tamargo y cols., 2000). Estos fármacos inducen un bloqueo en los canales hERG dependiente de 
“uso” y de “voltaje”, accediendo a su sitio receptor cuando el canal se encuentra en un estado 
conformacional abierto (Kiehn y cols., 1996). Presentan una baja afinidad por el receptor cuando el 
canal está en estado inactivo o cerrado (Busch y cols., 1998; Mitcheson y cols., 2000a; Tseng, 2001, 
Tristani-Firouzi y Sanguinetti, 2003). La consecuencia de su unión al canal es la disminución de la 
densidad de la IKr y la prolongación de la DPA y del periodo refractario tanto a nivel auricular como 
ventricular (prolongación del intervalo QT), sin que se produzcan cambios en la velocidad de 
conducción del impulso eléctrico (intervalos AH, HV y PR). Sin embargo, una enorme lista de 
fármacos del arsenal terapéutico que incluye fármacos antihistamínicos, antifúngicos, 
antidepresivos, antipsicóticos, antibióticos, quimioterápicos antibacterianos o anticancerosos, tienen 
la capacidad de bloquear canales hERG dando lugar a lo que se conoce como Síndrome QT Largo 
adquirido (SQTLa).  
A potenciales negativos, el cese de interacción entre algunas metanosulfonanilidas (dofetilida, 
MK-499) con los canales hERG resulta en un proceso lento e incompleto, lo que sugiere que el paso 
del canal a un estado conformacional cerrado cuando el Em se encuentra en potenciales negativos 
atrapa a los fármacos localizados dentro de dicha cavidad (Figura II.30) (Carmeliet, 1992). 
Asimismo, los canales hERG poseen dos características peculiares en su estructura que explican la 
promiscuidad de su sitio receptor capaz de unirse a una enorme variedad de fármacos desde el punto 
de vista estructural (Mitcheson y cols., 2000b; Perry y cols., 2010). Por un lado, el tamaño del 
vestíbulo acuoso localizado en el interior del poro del canal es mayor que el que presentan otros 
canales Kv, lo que le permite albergar moléculas de diferentes tamaños (Mitcheson y cols., 2000b). 
Esta diferencia en el tamaño reside en que, en todos los canales Kv, existen uno o dos residuos 
aromáticos de prolina en el extremo carboxilo de cada segmento S6 los cuales se encargan de 
posicionar las α-hélice TM de cada subunidad de tal manera que se origine un codo que reduzca el 
tamaño de la cavidad interna (Del Camino y cols., 2000). Los canales hERG, sin embargo, carecen 
de dichos residuos, lo que favorece la formación de una cavidad mucho más grande y flexible que la 
del resto de canales de la misma familia.  
Por otro lado, en los segmentos S6 se encuentran localizados dos residuos aromáticos, una 
tirosina y una fenilalanina, en las posiciones 652 y 656, respectivamente, que forman parte del sitio 
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receptor y que le confieren una alta afinidad en su interacción con fármacos que también poseen en 
su estructura anillos aromáticos (Figura II.30) (Mitcheson y cols., 2000a; Lees-Miller y cols., 
2000). Estos residuos están presentes únicamente en estos canales, ya que las posiciones 
equivalentes en otros canales Kv están ocupadas por isoleucina y valina, respectivamente. 
Varios modelos estructurales de homología basados en la cristalización del canal KcsA, han 
sugerido que los residuos Y652 y F656 de los canales hERG interaccionan con las 
metanosulfonanilidas y otros fármacos, como la terfenadina y la cisaprida, a través de la formación 













Figura II.30. Modelo de unión de las metanosulfonanilidas en la cavidad del dominio del poro de los canales 
hERG. Por claridad, sólo se representan, en color amarillo, dos de las cuatro subunidades que forman el canal. Los 
residuos aromáticos Y652 y F656 se indican con colores azul y rojo, respectivamente. En un estado conformacional 
abierto, la entrada del fármaco (molécula verde) produce un bloqueo de la cavidad del poro a través de la unión con los 
residuos Y652 y F656 localizados en el segmento S6 de los canales hERG. Si el canal pasa a un estado cerrado, el 
fármaco queda atrapado dentro del poro y retenido por un anillo formado entre las fenilalaninas de las diferentes 
subunidades. [Adaptada de Thomas y cols., 2006] 
 
Existe un tercer factor que caracteriza las propiedades farmacológicas de los canales hERG, y 
es su extremadamente rápida inactivación, la cual posibilita ciertos cambios alostéricos en la cara 
interna de la boca del canal que ayudan a estabilizar la unión con diferentes fármacos como las 
metanosulfonanilidas (Lees-Miller y cols., 2000; Numaguchi y cols., 2000), pero no con otros como 
la quinidina (Kamiya y cols., 2001; Lees-Miller y cols., 2000).  
Por último, diversos estudios han demostrado que algunos fármacos, que en principio actúan 
como agentes bloqueantes de canales hERG, pueden aumentar paradójicamente la densidad de la IKr 
(Tseng, 2001; Tamargo y cols., 2004; Perry y cols., 2010). En este caso, el sitio receptor no es el 
canónico descrito para los farmacos bloqueantes y no involucra a los residuos Y652 y F656. De esta 
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manera, un grupo reducido de fármacos (almokalant, azimilida y nifekalant), aumenta la corriente 
generada por canales hERG cuando éstos son activados por despolarizaciones débiles o cuando los 
fármacos son utilizados a bajas concentraciones (Carmeliet, 1993; Jiang y cols, 1999; Hosaka y 
cols., 2007). Este mecanismo de activación es denominado de “facilitación” y es debido a una 
modificación en el gating de los canales que produce un desplazamiento en la dependencia de 
voltaje de la activación hacia potenciales de membrana más negativos (Hosaka et al. 2007). No 
obstante, este efecto activador queda revertido al utilizar altas concentraciones de los fármacos y/o 
fuertes despolarizaciones. Por otro lado, existen algunos fármacos, como E-4031, cisaprida, 
terfenadino o astemizol, que, a pesar de tener un carácter bloqueante, son capaces de rescatar el 
tráfico de diversos mutantes de canales hERG asociados a SQTL tipo 2 (SQTL2), produciendo con 
ello un aumento en la IKr generada (Zhou y cols., 1998b).  
El descubrimiento de este tipo de fármacos activadores de canales hERG ha ampliado el 
abanico de posibilidades sobre el diseño de compuestos químicos que puedan compensar la 
disminución de la IKr producida por el SQTL2 ya sea corrigiendo defectos en el tráfico de los 
canales hacia la membrana o induciendo un efecto agonista, sin que aparezcan los efectos 
bloqueantes indeseados.  
 
IV. La IKs 
 
El componente lento de la corriente de salida de K+ con rectificación tardía (IKs) participa 
fundamentalmente en la fase 3 de repolarización de los PA auriculares y ventriculares (Jespersen y 
cols., 2005; Tamargo y cols., 2004) y se considera la corriente principal implicada en el 
acortamiento de la DPA dependiente de frecuencia lo que implica que cuanto mayor es la 
frecuencia de disparo más breve es la DPA y el periodo refractario (Jurkiewicz y Sanguinetti, 1993; 
Delpón y cols., 1995; Tamargo y cols., 2004). 
La IKs se activa a potenciales más positivos de -30 mV y alcanza la mitad de su activación 
máxima a +20 mV aproximadamente (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990; Kurokawa y cols., 2001; 
Tristani-Firouzi y Sanguinetti, 2003). La cinética de activación de la IKs es extraordinariamente 
lenta y su amplitud máxima en estado estable (unas 10 veces mayor que la de la IKr) sólo se alcanza 
con despolarizaciones extremadamente prolongadas o bien a frecuencias de disparo muy altas 
(Mitcheson y Sanguinetti, 1999), mientras que su cinética de deactivación es muy lenta y 
dependiente de voltaje (Virag y cols., 2001).  
Los canales que generan la IKs están formados por el ensamblaje de cuatro subunidades α 
Kv7.1 (antiguamente denominada KvLQT1) junto con dos subunidades auxiliares minK (Chen y 
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cols., 2003), unidas a través del dominio C-terminal de Kv7.1 (Sanguinetti y cols., 1996; Schmitt y 
cols., 2000; Plant y cols., 2014). Diversos estudios han demostrado que la expresión en sistemas 
heterólogos de la subunidad α Kv7.1 genera una corriente (IKv7.1) que se activa rápidamente y se 
inactiva lentamente (Figura II.31B) pero cuyas características son claramente diferentes a las de la 
IKs nativa (Barhanin y cols., 1996; Sanguinetti y cols., 1996; Lee y cols., 1997). Sin embargo, la 
coexpresión de subunidades Kv7.1 con subunidades minK (Figura II.31A), que por si solas no 
forma ningún canal funcional, genera una corriente que presenta características muy similares a la 


















Figura II.31. Características de la IKs. (A y B) Corrientes registradas en células de mamífero transfectadas sólo con 
las subunidades minK (A) y Kv7.1 (B) o con ambas subunidades a la vez (C). [Adaptadas de Sanguinetti y cols., 1996] 
 
3. SÍNDROMES CARDIACOS ARRITMOGÉNICOS PRIMARIOS 
 
Hoy en día hay descritas una gran variedad de enfermedades congénitas asociadas a la 
presencia de mutaciones en los genes que codifican las subunidades α y β de los canales iónicos así 
como en aquellos que codifican cualquiera de las proteínas que forman el canalosoma de los 
diversos tipos de canales cardiacos. Dichas mutaciones modifican, en algunas ocasiones sólo de 
forma sutil, el funcionamiento, tráfico y/o expresión de los canales iónicos alterando las 
propiedades eléctricas de los miocitos cardiacos. Estos síndromes o canalopatías son enfermedades 
eléctricas puras no secundarias a una cardiopatía estructural subyacente (p.ej. miocardiopatía 
hipertrófica), que vienen determinados genéticamente y están caracterizados en muchas ocasiones 
por la aparición de arritmias potencialmente mortales, hablamos pues de síndromes arritmogénicos 
primarios (SAP). No obstante, en algunos síndromes conviven las eléctricas con alteraciones 
estructurales. Por ejemplo, es frecuente que los pacientes con mutaciones de los canales de Na+ que 
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producen Síndrome de Brugada (SBr) desarrollen fibrosis intersticial intensa y alteraciones en el 
tejido de conducción (Coronel y cols., 2005). Las mutaciones pueden aumentar o disminuir la 
corriente iónica generada por el canal afectado, es decir, pueden producir ganancia o pérdida de 
función, respectivamente. Además de un origen genético, los síndromes arritmogénicos pueden 
tener un origen adquirido resultante de la exposición a diferentes fármacos, anticuerpos y/o toxinas 
(Lenhart y cols., 2007; Abriel y Zaklyazminskaya, 2013; Priori y cols., 2013). Es el caso del 
mencionado SQTLa debido al bloqueo de la IKr por fármacos de muy diverso tipo. 
Los SAP pueden dar lugar a una afectación del nodo del seno, fibrilación auricular (FA) y 
desórdenes en el sistema de conducción intracardiaco (George, 2005; Remme y cols., 2008), pero 
son más graves aquellos asociados con la aparición de taquicardia o fibrilación ventricular porque 
pueden desencadenar muerte súbita cardiaca (MSC) (El-Sherif y Boutjdir, 2015). Este último grupo 
está formado por cinco síndromes principales: SQTL, SBr, Síndrome QT Corto (SQTC), síndrome 
de Taquicardia Ventricular Polimórfica Catecolaminérgica (TVPC) y, por último, el síndrome de 
Repolarización Temprana o precoz (SRT) (Abriel y Zaklyazminskaya, 2013; El-Sherif y Boutjdir, 
2015; Wilde y Amin, 2017; Skinner y cols., 2019). Cada uno de ellos va a presentar un patrón 
electrocardiográfico característico y a dividirse, a su vez, en varios subtipos en función de las 
alteraciones genéticas responsables de los mismos (Tabla II.10). Todos ellos son considerados 
enfermedades raras, ya que su prevalencia es inferior al 1% de la población general. De los cinco, el 
más prevalente y mejor conocido es el SQTL congénito con una prevalencia de 1:2500-1:5000 
(Tester y cols., 2006; Goldenberg y cols., 2008; Schwartz y cols., 2009). El segundo más frecuente 
es el SBr (Benito y cols., 2008), cuya prevalencia se estima en 1:10000 en países como Estados 
Unidos, Rusia o los países europeos (Dupliakov y cols., 2007; Campuzano y cols., 2010), a pesar de 
que en países del sureste asiático y Japón parece ser más prevalente (Nademanee y cols., 1997). No 
obstante, estos datos han sido obtenidos basándose en el hecho de que dichos síndromes son de 
carácter monogénico con una herencia típica mendeliana, sin tener en cuenta la existencia de 
posibles combinaciones entre mutaciones de diferentes genes (heterocigosis digénica), o alelos de 
un mismo gen (heterocigosis compuesta), que dan lugar a fenotipos patológicos con diversos grados 
de gravedad (Westenskow y cols., 2004; Lin y cols., 2008; Wilde, 2010). Esta discrepancia podría 
significar que la prevalencia de síndromes como el SQTL estaría muy subestimada 
(Zaklyazminskaya y Abriel, 2012). Además, otro de los aspectos a tener en cuenta es que, a veces 
existe una amplia variabilidad fenotípica para una mutación dada. Esta variabilidad se puede poner 
de manifiesto en los distintos portadores de una familia. Una posible explicación sería la presencia 
de las denominadas variantes polimórficas, también denominadas polimorfismos de un solo 
nucleótido (SNPs o Single Polymorphism Nucleotide), que no son consideradas mutaciones al 
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encontrarse en al menos un 1% de la población, pero que al ser expresadas conjuntamente con la 
mutación patogénica, pueden alterar las manifestaciones fenotípicas (Lenhart y cols., 2007). Se 
habla entonces de “modificadores genéticos” de la expresividad fenotípica. 
Por otro lado, debido a la penetrancia incompleta que presentan estos síndromes y que 
algunos de ellos se encuentran asociados a otras patologías somáticas o neurológicas, es muy 
común que sean diagnosticados erróneamente como enfermedades de origen epiléptico (Lenhart y 
cols., 2007; Priori y cols., 2013; El-Sherif y Boutjdir, 2015; Skinner y cols., 2019). 
De manera general, las manifestaciones clínicas en este tipo de síndromes ocurren a una edad 
relativamente temprana en individuos con corazones estructuralmente normales. De hecho, 
actualmente han sido considerados una de las posibles causas de la aparición del síndrome de la 
muerte súbita del lactante (SIDS o Sudden Infant Death Syndrome) (Tester y Ackerman, 2005).  
A pesar de que los SAP son responsables de aproximadamente la mitad de los casos de 
muerte súbita de origen cardiaco (Behr y cols., 2008), actualmente no existe una terapia curativa 
para este tipo de enfermedades. Aunque existen tratamientos farmacológicos que ayudan a prevenir 
la aparición de arritmias, el tratamiento más eficaz se basa en la implantación de un dispositivo 
desfibrilador automático (en inglés, Implantable Cardioverter Defibrillator o sus siglas ICD) (El-
Sherif y Boutjdir, 2015). 
 
A excepción del SQTL, que lo discutiremos con más detalle en el próximo apartado, en la 


















Tabla II.10. Genes involucrados en los principales síndromes arritmogénicos primarios. AD: autosómico 




Síndrome Gen Proteína Corriente Efecto 
SÍNDROME DE BRUGADA (autosómico dominante) 






SBr3 CACNA1C Cav1.2 ICa,L ↓ 
SBr4 CACNB2B Cav2b ICa,L ↓ 
SBr5 SCN1B Nav1 INa ↑ 
SBr6 KCNE3 MiRP2 IK ↓ 
SBr7 SCN3B Nav3 INa ↓ 
SBr8 HCN4 HCN4 If ↓ 
 
SÍNDROME DE QT CORTO 
SQTC1 KCNH2 Kv11.1 (hERG) IKr ↑ 
SQTC2 KCNQ1 Kv7.1 IKs ↑ 
SQTC3 KCNJ2 Kir2.1 IK1 ↑ 
SQTC4 CACNA1C Cav1.2 ICa,L ↓ 
SQTC5 CACNB2B Cav2b ICa,L ↓ 
SQTC6 CACNA2D1 Cavα2δ1 ICa,L ↓ 
 
SÍNDROME DE REPOLARIZACIÓN TEMPRANA 
------------ KCNJ8 Kir6.1 IKATP ↑ 
------------ CACNB2B Cav2b ICa,L ↓ 
 
TAQUICARDIA VENTRICULAR POLIMÓRFICA CATECOLAMINÉRGICA 
TVPC1 (AD) RYR2 RyR2 
Liberación de Ca2+ 
desde el RS 




TVPC2 (AR) CASQ2 Calsequestrina 
------------ ANK2 
Anquirina- 
(proteína de anclaje) 
TVPC3 KCNJ2 Kir2.1 IK1 ↑ 
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3.1. Síndrome QT Largo congénito  
 
3.1.1. Características principales y manifestaciones clínicas 
 
El Síndrome QT Largo congénito (SQTLc) se trata de un SAP que comprende un grupo de 
trastornos de la repolarización cardiaca caracterizados por una prolongación excesiva y heterogénea 
del PA ventricular traducida como una prolongación del intervalo QT del ECG de 12 derivaciones 
(Mizusawa y cols., 2014; Tester y Ackerman, 2014; Nakano y Shimizu, 2016). El SQTLc se 
encuentra asociado con la aparición de arritmias ventriculares, la cuales pueden progresar a 
taquicardia ventricular polimórfica (TV) conocida como torsade de pointes (TdP) (el-Sherif y 
Turitto, 1999). En la práctica clínica, el TdP es uno de los síntomas más graves de la enfermedad y 
puede desencadenar en síncope (síntoma más común del SQTL), o MSC por fibrilación ventricular 
en el individuo afectado. Tipicamente estos eventos ocurren durante el ejercicio intenso o estrés 
emocional, y en menor proporción durante la etapa de sueño, y normalmente tienen lugar sin previo 
aviso. 
Por lo general, el SQTLc afecta a niños y adultos jóvenes aparentemente sanos, 
preferentemente de género femenino. La edad media de inicio de los síntomas (síncope o MSC) son 
12 años o incluso antes en las formas más graves de la enfermedad (Priori y cols., 2003). El SQTLc 
también es conocido por ser uno de los agentes etiológicos del síndrome de la muerte súbita del 
lactante (Schwartz y cols., 1998). De hecho, se ha demostrado que en el 10% de los casos, el 
lactante porta una mutación en uno de los genes asociados al desarrollo de SQTL (Arnestad y cols., 
2007).  
Antiguamente, el SQTLc era dividido en dos variantes fenotípicas. Por un lado, en 1957, 
Jervell y Lange Nielsen describieron el síndrome que hoy día lleva su nombre, y que cursaba con 
sordera congénita, prolongación del intervalo QT en el ECG, mala respuesta al tratamiento con β-
bloqueantes y una elevada incidencia de MSC por arritmias ventriculares en los primeros años de 
vida. El patrón de herencia era autosómico recesivo (Jervell y Lange-Nielsen, 1957). Por otro lado, 
entre 1963 y 1964, Romano y Ward describieron de forma independiente una alteración cardiaca 
similar pero que no cursaba con sordera congénita (Romano y cols., 1963). Este síndrome era más 
frecuente que el anterior y parecía heredarse de forma autosómica dominante, con una penetrancia 
muy variable (25-90%). De hecho, hasta un 30% de los portadores de la mutación asociada con la 
enfermedad podían cursar con un intervalo QT normal, aunque eran más susceptibles a desarrollar 
arritmias malignas que el resto de la población. 
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Actualmente, el síndrome Romano-Ward se caracteriza por una gran heterogeneidad genética. 
De hecho, se han identificado hasta 17 genes diferentes asociados con diversos tipos de SQTLc 
(Tabla II.11) (Skinner y cols., 2019). Si bien estos síndromes cursan con el mismo fenotipo  
(prolongación del intervalo QT y aumento en la dispersión de la repolarización ventricular que 
facilitan la aparición de pospotenciales tempranos y de arritmias por reentrada), presentan una 
fisiopatología, curso clínico, pronóstico y tratamiento distintos.  
 
 
Tabla II.11. Tipos de Síndrome QT Largo congénito.  Actualmente se han identificado hasta 17 genes diferentes 
asociados con SQTLc tipo Romano-Ward (SQTL1-SQTL17) y 2 genes asociados al Síndrome Jervell y Lange-Nielsen 
(JLN1 y JLN2). En la tabla se muestra el tipo de síndrome junto con la posición cromosómica y el gen asociado a cada 
uno, así como la proteína y la corriente implicados en cada caso. Las flechas ↑ y ↓ indican que la enfermedad se asocia 
con un aumento o una disminución de cada corriente, respectivamente. [Adaptada de Nakano y Shimizu, 2016 y Skinner 
y cols., 2019] 
 
Por otro lado, se han descrito además dos variantes, asociadas a los genes KCNQ1 y KCNE1, 
que dan lugar a dos formas graves de SQTLc cuyos fenotipos se asocian con el síndrome Jervell y 
Lange-Nielsen (JLN1 y JLN2, respectivamente) (Tabla II.11) (Schwartz y cols., 2006). La mayoría 
de las mutaciones (80%) se encuentran en el gen KCNQ1, siendo las localizadas en el gen KCNE1 
asociadas a un curso más benigno de la enfermedad.  
IKs ↓Kv7.1KCNQ111p15.5JLN1
ICa,L ↑TriadinaTRDN------------------------------SQTL17 (autosómico recesivo)
Síndromes Jervell y Lange-Nielsen (autosómico recesivo)




















ICa,L ↑; INa ↑;  IKs ↓CALM319q13.2-q13.3SQTL16
ICa,L ↑; INa ↑;  IKs ↓CALM22p21.1-p21.3SQTL15
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De todos los SQTLc descritos hasta la fecha, los más frecuentes son el SQTL tipo 1 (SQTL1), 
asociado a mutaciones en el gen KCNQ1, el SQTL2, asociado a mutaciones en el gen KCNH2, y el 
SQTL tipo 3 (SQTL3), asociado a mutaciones en el gen SCN5A (Goldenberg y cols., 2008). Es más, 
dichos síndromes abarcan el 75% de todos los casos de SQTLc, lo que a su vez se divide en rangos 
del 30-35%, 25-40% y 5-10% de los casos para el SQTL1, SQTL2 y SQTL3, respectivamente 
(Ackerman y cols., 2011). Además, diversos estudios han descrito varios de los desencadenantes de 
los síntomas que caracterizan a cada uno de ellos. Así, en el SQTL1 por ejemplo los eventos 
cardiacos tienen lugar durante etapas de estrés emocional o durante la realización de ejercicio físico 
intenso, destacando actividades deportivas como la natación (Schwartz y cols., 2001). En el SQTL2, 
los desencadenantes suelen ser de tipo sonoro, como el sonido de la alarma de un reloj o el timbre 
de un teléfono (Wilde y cols., 1999), a pesar de que también pueden observarse otros como estrés 
emocional o el periodo postparto (Schwartz y cols., 2001; Khositseth y cols., 2004). Recientemente 
se han descrito numerosos casos de epilepsia relacionados con el SQTL2 (39% de los casos), en los 
cuales sólo en un 10% aparecen convulsiones de tipo epiléptico (Johnson y cols., 2009). Esto puede 
ser debido a que el gen KCNH2 también es expresado en cerebro. Obviamente, en tales casos es 
muy importante un correcto diagnóstico diferencial con el fin de elegir el tratamiento adecuado. De 
hecho, a menudo el SQTL es tratado erróneamente como epilepsia debido a la aparición de 
convulsiones generalizadas secundarias al desarrollo de taquicardia ventricular del tipo TdP.  
Por último, ha sido observado que los desencadenantes de los síntomas en el caso del SQTL3 
aparecen frecuentemente durante el descanso o etapa de sueño (Schwartz y cols., 2001; Takigawa y 
cols., 2012). 
El SQTLc presenta una penetrancia baja y muy variable (55%, 70% y 80% en los SQTL1, 
SQTL2 y SQTL3, respectivamente), lo que indica que 2 de cada 5 portadores de una mutación 
patogénica tienen un intervalo QT normal (definido como < de 400 ms) (Priori y cols., 1999; Priori 
y cols., 2003). Esto ocurre incluso en pacientes con historia previa de síncope, aunque sean más 
susceptibles a desarrollar arritmias ventriculares malignas que el resto de la población. Algunos 
pacientes (aproximadamente el 50% de los casos de SQTL) pueden permanecer asintomáticos 
durante mucho tiempo (Ackerman, 1998; Schwartz, 2000), de modo que la MSC puede ser la 
primera manifestación clínica en aparecer. Otros pacientes presentan mareos o sensación de 
desvanecimiento (presíncope), síncope y convulsiones y la MSC puede aparecer antes de los 10 
años, si bien la frecuencia y la intensidad de los síntomas pueden disminuir hasta llegar a la edad 
adulta.  
Además de los eventos cardiacos, algunos tipos de SQTLc se encuentran asociados a un 
fenotipo en el que también se incluyen otros síntomas carcaterísticos como debilidad muscular y 
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dismorfismo facial en el SQTL tipo 7 (SQTL7 o síndrome de Andersen-Tawil), malformaciones 
físicas, sindactilia y alteraciones del desarrollo neuronal-cognitivo en el SQTL tipo 8 (SQTL8 o 
síndrome de Timothy), o una pérdida auditiva neurosensorial bilateral profunda en el síndrome de 
Jervell y Lange-Nielsen (JLN1 y JLN2). 
 
3.1.2. Diagnóstico de SQTLc 
 
El diagnóstico de SQTLc es establecido principalmente en base a la prolongación del intervalo 
QT observado en el ECG en ausencia de condiciones ajenas a la enfermedad conocidas también por 
prolongar dicho intervalo (por ejemplo, exposición a diferentes fármacos o drogas de abuso). Ya 
que el intervalo QT es dependiente de la frecuencia cardiaca, su interpretación en la clínica requiere 
de un ajuste mediante fórmulas que tengan en cuenta este parámetro y que dan lugar a lo que se 
denomina como intervalo QT corregido (QTc) (Rabkin y Cheng, 2015). De todas ellas, una de las 
más antiguas, y a la vez más utilizada, es la desarrollada por Bazett en 1920 y modificada por Taran 
y Szilagyi en 1947 (Bazett, 1920; Taran y Szilagyi, 1947). Dicha fórmula es definida mediante la 
ecuación QTc = QT/√RR, donde QTc es el intervalo QT corregido para la frecuencia y RR es el 
intervalo desde el comienzo de un complejo QRS hasta el comienzo del siguiente complejo QRS 
del ECG, medido en segundos. Sin embargo, esta fórmula no suele ser muy exacta, sobrevalorando 
el intervalo a frecuencias altas e infravalorándolo a frecuencias bajas. Por tanto, en busca de 
corregir este problema, se han propuesto otras ecuaciones que se ajustan mejor a los cambios y 
variabilidad de la frecuencia cardíaca. De todas ellas, las más conocidas son la fórmula de Fridericia 
(Fridericia, 1920), la fórmula de Framingham (Sagie y cols., 1992), la fórmula de Hodges (Hodges, 
1983), o incluso la fórmula de Rautaharju, donde se tienen en cuenta además otros parámetros como 
la edad y el sexo del individuo (Rautaharju y cols., 2014). Aun así, en la práctica clínica actual se 
sigue utilizando el intervalo QTc obtenido mediante la fórmula de Bazett como parámetro de 
referencia para el diagnóstico del SQTL. 
En general, se considera prolongado un intervalo QTc superior a 440 ms, fronterizo o límite 
cuando existe una prolongacion del QTc entre 450 y 470 ms, y patológico cuando el QTc es 
superior a 480 ms en mujeres o 470 ms en hombres. Hay que tener en cuenta que los valores del 
intervalo QTc se van a medir a partir de la realización del ECG en estado de reposo. Aun así, la 
duración del QTc puede variar en cada paciente, incluso llegando a ser normal en algunas 
circunstancias (aunque siguen presentado riesgo de desarrollar síncope por arritmias ventriculares). 
De hecho, aproximadamente un 25% de los individuos diagnosticados con SQTL a través de la 
identificación de una variante patogénica en uno de los genes asociados con la enfermedad (Tabla 
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II.11) poseen un intervalo QTc dentro de valores normales. En este caso, se trataría de un SQTL 
“enmascarado” (Goldenberg y cols., 2011).  
Por otro lado, existen varios factores a tener en cuenta que pueden prolongar el intervalo QTc: 
 Fármacos y drogas de abuso que prolongan el intervalo QT. 
 Hipopotasemia. 
 Ciertas patologías neurológicas incluyendo sangrado en el espacio subaracnoideo. 
 Enfermedad estrutural cardiaca. 
 
Ademas del intervalo QTc, Moss y colaboradores propusieron en el año 1995 que el patrón de 
la onda T del ECG también podía variar según el fenotipo del SQTL, ayudando con ello al 
diagnóstico. Así, el SQTL1 cursaría con una onda T más ancha, el SQTL2 con una onda T de baja 
amplitud y mellada (bífida), y el SQTL3 con un segmento ST prolongado y una onda T estrecha y 
picuda (Figura II.32) (Moss y cols., 1995). 
 
 
Figura II.32. Esquema del patrón electrocardiográfico normal (parte superior) o con la morfología característica 
de las ondas T (parte inferior, señaladas con flechas) presentes en el SQTL1 (onda T ancha), SQTL2 (onda T bífida) 
o SQTL3 (segmento ST prolongado y onda T estrecha), respectivamente.  
 
Otras características que se pueden visualizar en el ECG y que nos ayudan al diagnóstico de 
SQTL son (Schwartz y cols., 1993; Zhang y cols., 2000): a) La dispersión del intervalo QT, que 
refleja las diferencias (dispersión) regionales en la repolarización ventricular. La repolarización en 
SQTL1 SQTL2 SQTL3
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el corazón es normalmente heterogénea debido a la diferencia en la duración del PA en las 
diferentes regiones (ventrículo derecho versus izquierdo o epicardio versus endocardio) como 
consecuencia de la distinta expresión de los diversos canales iónicos. La dispersión del intervalo QT 
es de 48 ± 18 ms en sujetos normales y este valor aumenta de forma significativa en pacientes con 
SQTL, estando este incremento relacionado con un riesgo mayor de presentar arritmias 
ventriculares malignas. b) Alteraciones de la onda T, clasificadas como alternancia en la polaridad 
y/o variaciones en la morfología (apariencia bifásica) y en la amplitud o “muescas”. Esta 
alternancia de la onda T es definida como la variación latido a latido observada en dichos 
parámetros que aparece en ritmo sinusal, sin variaciones en el complejo QRS, y es utilizada como 
indicador de inestabilidad eléctrica que refleja la dispersión regional en la repolarización. De hecho, 
en ocasiones precede al desarrollo de fibrilación ventricular (FV). c) Signos de disfunción del nodo 
sinusal (SQTL4), bradicardia sinusal (SQTL1 y SQTL3) y/o pausas sinusales. d) Bloqueo 
auriculoventricular de segundo grado tipo 2:1, el cual aparece en el 4-5% de los pacientes, 
particularmente en aquellos que presentan SQTL2, SQTL3 y SQTL8, y se asocia a una alta 
mortalidad a pesar del tratamiento con β-bloqueantes y/o un desfibrilador automático implantable 
(DAI). e) Torsades de pointes: esta taquicardia ventricular polimórfica presenta un aspecto 
sinusoide, con una torsión del intervalo QRS alrededor de la línea isoeléctrica, cambios del eje de 
180° y una frecuencia cardíaca en torno a 150-300 latidos por minuto (lpm). 
Además del ECG, en el diagnóstico de SQTL es importante tener en cuenta la historia clínica 
del paciente. Una historia personal de síncope, paro cardiaco o MSC resucitada en un niño o adulto 
joven podría llevarnos a sospechar de un SQTL. De hecho, aquellos individuos que sufren un 
síncope durante el primer año de vida (Spazzolini y cols., 2009) o en aquellos que se encuentran por 
debajo de los 7 años de edad (Priori y cols., 2004), son los que padecen un riesgo más alto de ser 
diagnosticados con la enfermedad.  
Asimismo, en el 85% de los casos de SQTLc, el paciente va a portar una mutación heredada 
directamente de uno de los padres, siendo muy pequeño el porcentaje (15%) en los que la mutación 
aparece de novo. Esto hace que el estudio de la historia familiar del paciente también adquiera 
relevancia en el diagnóstico. Familiares con síncope, paro cardiaco o MSC, también podrían 
llevarnos a la sospecha de SQTL. 
El año 1993, Schwartz y colaboradores propusieron un sistema de puntuación para el 
diagnóstico de SQTL atendiendo a varios criterios como la historia clínica y familiar y posibles 
alteraciones observadas en el ECG (Schwartz y cols., 1993). En la Tabla II.12 se muestra un 
resumen de dicho sistema, el cual fue actualizado por Schwartz y Crotti en el año 2011 (Schwartz y 
Crotti, 2011). 










 Intervalo QTc 
2
 
 ≥ 480 ms 3 
 460 – 479 ms 2 
 450 – 459 ms (en varones) 1 
 QTc ≥ 480 ms al cuarto minuto de recuperación de un test de    
ejercicio 
1 
 Torsade de Pointes 
3
 2 
 Alternancia de la onda T 1 
 Onda T mellada en 3 derivaciones 1 







 Con estrés 2 
 Sin estrés 1 
 Sordera congénita 0.5 
 Historia familiar 
 A) Miembros de la familia con SQTL definido 
5
 1 




Tabla II.12. Sistema de puntuación para el diagnóstico clínico de SQTL. [Adaptada de Schwartz y Crotti, 2011] 
 
Puntuación: 
≤ 1.0 punto = probabilidad baja de SQTL 
1.5 – 3.0 puntos = probabilidad intermedia de SQTL 
≥ 3.5 puntos = probabilidad alta de SQTL 
Notas: 
1. En la ausencia de fármacos o alteraciones conocidas por afectar estas características electrofisiológicas 
2. QTc calculado por la fórmula de Bazett donde QTc = QT/√RR 
3. Mutuamente excluyentes. Un mismo miembro de una misma familia  
4. Frecuencia cardiaca en reposo < que segundo percentil por edad 
5. El mismo miembro de la familia no puede estar en A) y en B) 
 
Así pues, el diagnóstico de SQTL se establece cuando el sujeto cumple una o más de las 
siguientes características (Priori y cols., 2013): 
- Una puntuación en el sistema ≥ 3.5 (Tabla II.12) en ausencia de una causa secundaria que 
provoque la prolongación del intervalo QTc. 
- La presencia de un intervalo QTc ≥ 500 ms en repetidos ECGs y, de nuevo, en ausencia de una 
causa secundaria que provoque la prolongación de dicho intervalo. 
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- La identificación de una variante patogénica en uno de los genes asociados al desarrollo de 
SQTL (Tabla II.11). 
Asimismo, también se considera un diagnóstico de SQTL cuando el paciente en cuestión no 
presenta ninguna mutación en los genes asociados con la enfermedad, pero muestra en repetidos 
ECGs un intervalo QTc de entre 480 y 499 ms y ha sufrido previamente algún episodio de síncope 
documentado (Priori y cols., 2013). 
En general, este sistema de puntuación es adecuado para el diagnóstico de SQTL típicos. Sin 
embargo, como ya hemos mencionado, existe un porcentaje de personas que presentan un SQTL 
“enmascarado” con un ECG en reposo aparentemente normal. En estos casos, dicho sistema no es 
válido y, por tanto, se hace necesario proceder a la realización de diversas pruebas clínicas 
complementarias que tengan como fin desenmascarar la prolongación del intervalo QT. Estas 
pruebas incluyen la repetición del ECG, nuevamente en reposo y durante la realización de ejercicio 
controlado (ergometría o prueba de esfuerzo) (Shimizu y cols., 1991; Goldenberg y cols., 2006; 
Horner y cols., 2011; Sy y cols., 2011), la colocación de un Holter durante 24-48 horas, el registro 
del ECG al pasar de un estado en decúbito supino a la bipedestación (test de ortostatismo o de 
bipedestación) (Viskin y cols., 2010) o la realización de un test de adrenalina (Ackerman y cols., 
2002). La infusión de adrenalina debe llevarse a cabo siempre en hospitales o centros especializados 
en la inducción y control de arritmias. Además de servir para desenmascarar un SQTL, este test 
ayudar a predecir el genotipo (SQTL1, SQTL2 o SQTL3) y mejora el diagnóstico clínico (Shimizu 
y cols., 2004). De esta manera, puede verse que en pacientes con SQTL1, la adrenalina prolonga de 
forma muy marcada el intervalo QTc en el momento en que se produce el aumento máximo de la 
frecuencia cardiaca y esta prolongación persiste en el tiempo. En pacientes con SQTL2, el fármaco 
también prolonga el intervalo QTc cuando la respuesta taquicardizante es máxima, pero 
posteriormente éste se acorta hasta alcanzar el valor basal. Por el contrario, en los pacientes con 















Figura II.33. Test de adrenalina realizado en un individuo control (derecha) y en tres pacientes con SQTL1, 
SQTL2 y SQTL3, respectivamente. En la imagen se muestran los ECGs con los cambios registrados en el intervalo 
QTc producidos tras la administración de una infusión de adrenalina en cada uno de los sujetos. [Adaptada de Shimizu y 
cols., 2004] 
 
Además del intervalo QTc y del resto de pruebas complementarias, el diagnóstico de SQTLc 
está basado en la realización de diversos análisis genéticos con el fin de identificar la variante (o 
variantes) génicas implicadas en la aparición de la enfermedad. Como hemos dicho, actualmente se 
conocen hasta 17 genes asociados con diferentes tipos de SQTL (Tabla II.11) (Tester y Ackerman, 
2014; Nakano y Shimizu, 2016; Skinner y cols., 2019). Sin embargo, aproximadamente en el 20% 
de las familias con un diagnóstico de SQTL no se han llegado a identificar mutaciones patogénicas 
en alguno de estos genes. Es más, hay pacientes en los que el diagnóstico de SQTL ha sido asociado 
no solo a una sino a varias mutaciones patogénicas que pueden aparecer o bien en los dos alelos de 
un mismo gen (heterozigosis compuesta) o bien presentarse en heterozigosis en dos genes diferentes 
(heterozigosis digénica). En estos casos el SQTL es generalmente asociado a fenotipos más severos, 
con intervalos QTc más prolongados y una mayor incidencia en la aparición de eventos cardiacos 
(Westenskow y cols., 2004; Tester y cols., 2005; Itoh y cols., 2010). 
Los análisis genéticos pueden ser de diversos tipos, incluyendo el uso de paneles 
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el fenotipo patológico de cada individuo, o análisis genómicos más exhaustivos, como la 
secuenciación masiva del exoma o del genoma completo de los individuos afectados. 
3.1.3. Características genotípicas del SQTLc 
 
En todos los tipos de SQTLc, las anomalías genéticas son responsables de la prolongación de 
la duración del PA bien porque disminuyen las corrientes de K+ implicadas en la fase de 
repolarización (mutaciones de pérdida de función) o bien porque aumentan las corrientes de Na+ 
(concretamente el componente tardío o INa,L) o de Ca
2+ implicadas en la fase de meseta (mutaciones 
de ganancia de función), resultando en todos los casos en una prolongación del intervalo QT del 
ECG (Figura II.34) (Giudicessi y Ackerman, 2013; Mizusawa y cols., 2014). 
Como se ha mencionado, los tres primeros genes identificados en el SQTLc fueron KCNQ1 
(SQTL1), KCNH2 (SQTL2), y SCN5A (SQTL3) que codifican la subunidad α formadora del poro 
de los canales que generan la IKs, IKr e INa, respectivamente. Mientras que las mutaciones en KCNQ1 
y KCNH2 producen una pérdida de función de los canalesde potasio Kv7.1 y hERG, 
respectivamente, las mutaciones en el gen SCN5A producen una ganancia de función de los canales 
de sodio Nav1.5 (Goldenberg y cols., 2008). Curiosamente, en el caso del SQTL3, se ha observado 
en algunos pacientes un solapamiento fenotípico entre dicho síndrome y otros, como el SBr, 
asociados a la misma variante del gen SCN5A (Makita y cols., 2008).  
Sin embargo, no todos los SQTL descritos hasta la fecha son debidos a mutaciones en los 
canales iónicos cardiacos. Como vamos a desribir a continuación, también se han identificado 
numerosas variantes localizadas en proteínas accesorias encargadas de regular la expresión y 
función de éstos, así como su transporte y anclaje en la membrana plasmática del cardiomiocito 
(Ackerman y Mohler, 2010). 
 
3.1.3.a. SQTLc asociados a la disminución de las corrientes de K+ 
 
Además del SQTL1, existen otros 4 tipos de SQTL asociados con una disminución de la IKs 
que incluyen el SQTL5, SQTL11, JLN1 y JLN2 (Figura II.34 y Tabla II.11). El SQTL5 está 
relacionado con mutaciones en el gen KCNE1 que codifica la subunidad auxiliar MinK. Dichas 
variantes alteran el tráfico hacia la membrana de los canales Kv7.1 lo que conlleva a una 
disminución de la amplitud de la IKs (Harmer y cols., 2010).  
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Figura II.34. Representación esquemática de los diferentes tipos de SQTLc asociados a diversas corrientes y los 
respectivos genes implicados. En una primera clasificación, los síndromes son divididos en función de si están 
asociados a alteraciones en corrientes despolarizantes (rectángulos morados), corrientes repolarizantes (rectángulos 
naranjas) o alteraciones en proteínas adaptadoras y de señalización (rectángulo rojo). Los genes implicados en la 
aparición de SQTL se clasifican en función de si las mutaciones encontradas son de pérdida (círculos azules) o ganancia 
(círculos verdes) de función. Las lineas continuas indican que los síndromes son heredados de manera autosómica 
dominante mientras que las líneas discontinuas indican herencia autosómica recesiva. ST: Síndrome de Timothy; SAT: 
Síndrome de Andersen-Tawil. [Adaptada de Giudicessi y Ackerman, 2013] 
 
El SQTL11, por su parte, se encuentra asociado a mutaciones en el gen AKAP9, el cual 
codifica la proteína de anclaje Yotiao responsable de controlar la actividad de la PKA y modular la 
respuesta de la IKs a la estimulación β-adrenérgica (Marx y cols., 2002). Las variantes en dicha 
proteína reducen la interacción entre ésta con los canales Kv7.1, disminuyendo con ello la 
fosforilación, y por tanto la activación de éstos inducida por  la PKA (Chen y cols., 2007). 
Por otro lado, existen 2 tipos de SQTLc asociados con una disminución en la IKr, el ya 
mencionado SQTL2 y el SQTL6. Mientras que el primero de ellos será discutido con más detalle en 
el apartado 1.2, el SQTL6 está relacionado con mutaciones en el gen KCNE2, el cual codifica la 
subunidad auxiliar MiRP1. la interacción de los canales hERG con las proteínas MiRP1 mutadas 
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3.1.3.b. SQTLc asociados al aumento de la corriente de Na+ 
 
Además del SQTL3, existen diversos tipos de SQTLc asociados con un aumento en la 
amplitud de la INa,L. Estos síndromes incluyen el SQTL9, el SQTL10 y el SQTL12 (Figura II.34 y 
Tabla II.11). 
Vatta y colaboradores identificaron varias mutaciones en el gen CAV3, el cual codifica la 
proteína integral de membrana caveolina-3, asociadas con la aparición de SQTL9. La caveolina-3 es 
capaz de unirse a los canales Nav1.5 (Yarbrough y cols., 2002) y modular la corriente generada por 
ellos por una vía independiente de AMPc. Las mutaciones CAV3 aumentan de 2 a 3 veces la INa sin 
modificar el gating del canal (Vatta y cols., 2006).  
El SQTL10 se asociada a diversas mutaciones en el gen SCN4B, que codifica la subunidad 
auxiliar β4 de los canales de Na+. Dichas variantes aumentan la amplitud de la INa,L al desplazar la 
dependencia de voltaje de la inactivación de los canales hacia voltajes positivos (Medeiros-
Domingo y cols., 2007).  
Por último, varios autores identificaron una serie de mutaciones en el gen SNTA1, el cual 
codifica la proteína de anclaje α1-sintrofina, asociadas al desarrollo de SQTL12. La α1-sintrofina es 
una proteína muy importante en la unión de los canales Nav1.5 a la membrana lateral de los 
cardiomiocitos. Las mutaciones en SNTA1 liberan la inhibición de la óxido nítrico sintasa neuronal 
por la ATPasa de Ca2+ (PMCAb) de la membrana plasmática, lo que se traduce en un aumento en la 
amplitud de la INa y de la INa,L a través de la S-nitrosilación del canal de Na
+ (Ueda y cols., 2008; 
Wu y cols., 2008; Cheng y cols., 2009). 
 
3.1.3.c. SQTLc asociados al aumento de la corriente de Ca2+ 
 
El fenotipo más grave de SQTLc es síndrome de Timothy (SQTL8) asociado a mutaciones en 
el gen CACNA1C, el cual codifica los canales Cav1.2 responsables de generar la ICa,L (Figura II.35 
y Tabla II.11). Dichas mutaciones van a producir un retraso en la cinética de inactivación de los 
canales, lo que favorece el aumento de la ICa,L, lo en último término, se traduce en una 
prolonganción del PA cardiaco con la consiguiente aparición de arritmias potencialmente mortales.  
El síndrome de Timothy es muy poco frecuente por su alta mortalidad y por las 
manifestaciones multisistémicas que aparecen, entre las que se incluye enfermedad congénita 
cardiaca, sindactilia, inmunodeficiencia, anomalías cognitivas y autismo (Dixon y cols., 2012). En 
los últimos años se han descrito casos de SQTL8 con mutaciones en CACNA1C asociadas a un 
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fenotipo que no se corresponde con el sindrome de Timothy (Boczek y cols., 2013; Fukuyama y 
cols., 2014). 
 
3.1.3.d. Otros tipos de SQTLc 
 
El SQTL4 está relacionado con mutaciones con pérdida de función en el gen ANK2 que 
codifica la anquirina B (Figura II.34 y Tabla II.11) (Mohler y cols., 2003), una proteína de anclaje 
necesaria para la correcta localización del intercambiador Na+/Ca2+ (NCX1), la ATPasa Na+/K+-
ATP, el receptor de inositol 1,4,5-trifosfato ó IP3 (IP3R) y los canales Nav1.5. Las mutaciones en la 
anquirina B dificultan la interacción de ésta con el resto de proteínas a las que regula, produciendo 
alteraciones en las concentraciones intracelulares de Na+ y Ca2+, y facilitando con ello la aparición 
de postpotenciales y arritmias durante la estimulación adrenérgica (Ackerman y Mohler, 2010). 
El SQTL7, también denominado síndrome de Andersen-Tawil, está asociado a mutaciones en 
el gen KCNJ2, el cuál codifica los canales Kir2.1 responsables de generar la IK1 (Figura II.34 y 
Tabla II.11). Dichas variantes producen una disminución de los niveles de expresión de los canales 
y de la corriente generada por ellos, prolongando la fase final del PA cardiaco. El SQTL7 se trata de 
una enfermedad multisistémica poco frecuente que, además de cursar con la prolongación del 
intervalo QT asociado a la aparición de arritmias ventriculares (TV, MSC), está caracterizado por 
una serie de síntomas como parálisis muscular periódica y malformaciones físicas como estatura 
baja, escoliosis, orejas de implantación baja, hipertelorismo, raíz nasal amplia, micrognatia, 
clinodactilia, braquidactilia y sindactilia (Plaster y cols., 2001; Tristani-Firouzi y cols., 2002; 
Nguyen y cols., 2013). 
El SQTL13 ha sido identificado en un portador de una mutación en el gen KNCJ5, que 
codifica la subunidad Kir3.4 que genera la IK,ACh (Figura II.34 y Tabla II.11) (Yang y cols., 2010). 
Por tanto, sólo se ha descrito en una familia. 
Una forma maligna de SQTL se ha descrito en niños con mutaciones en los genes CALM1 y 
CALM2 que codifican la calmodulina (Crotti y cols., 2013). Los portadores presentan paros 
cardiacos recurrentes secundarios a taquiarritmias ventriculares, un intervalo QTc muy prolongado 
(> 600 ms), evidencia de un miocardio eléctricamente inestable (con alternancias de la onda T) y 
bloqueo AV intermitente 2:1. La mayoría de los portadores presentan además déficits neurológicos 
(epilepsia, retrasos en el desarrollo) de intensidad variable que podrían atribuirse a una lesión 
cerebral secundaria a las paradas cardiacas o posiblemente a una mayor susceptibilidad a lesiones 
neuronales como consecuencia de la insuficiencia circulatoria. La calmodulina actúa como sensor 
de Ca2+ en la inactivación Ca2+-dependiente de los canales tipo L en los miocitos cardiacos 
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(Peterson y cols., 1999). Los defectos en la función de la calmodulina pueden prolongar la 
repolarización debido a las alteraciones de la inactivación de los canales de Ca2+ o a la alteración en 
la regulación de los canales de Na+ que conduce a un aumento de la corriente despolarizante durante 
la fase de meseta del PA. Por otro lado, los canales Kv7.1 también requieren de la calmodulina para 
su actividad (Shamgar y cols., 2006). Por tanto, la inhibición de la calmodulina disminuye la IKs y 
retrasa la repolarización, estableciendo las condiciones para la aparición de postpotenciales 
tempranos y de actividad desencadenada. La inactivación de los canales cardíacos de Na+ también 
requiere de calmodulina y la interrupción de esta interacción puede provocar disfunción de dichos 
canales y trastornos de la conducción (Potet y cols., 2009).  Recientemente se ha descrito una 
mutación en el gen CALM3, el cual codifica igualmente la calmodulina, asociada a la aparición de 
un nuevo tipo de SQTL (SQTL16) (Figura II.34 y Tabla II.11) (Reed y cols., 2015; Landstrom y 
cols., 2017).  
Por último, el gen más recientemente asociado a la aparición de un nuevo tipo de SQTL 
(SQTL17) ha sido TRDN (Figura II.34 y Tabla II.11) (Altmann y cols., 2015) previamente 
relacionado con la aparición de TVPC tipo 5 (TVPC5) (Roux-Buisson y cols., 2012). Dicho gen 
codifica las triadinas, proteínas capaces de formar complejos con el receptor de rianodina (RyR2) y 
el de IP3 (IP3R) en la membrana del RE de los cardiomiocitos, regulando la liberación del Ca
2+ en el 
músculo cardiaco y el acoplamiento excitación-contracción. Existen 3 isoformas de triadinas, 
denominadas como Trisk95, Trisk51 y Trisk32 acorde a sus pesos moleculares, todas ellas 
expresadas a partir del splicing alternativo del mismo gen TRDN (Terentyev y cols., 2007). Trisk32, 
también conocida como CT1, es la principal isoforma, aunque no la única, expresada en el tejido 
cardiaco (Kobayashi y Jones, 1999). Diversas mutaciones en el gen TRDN se han asociado a la 
aparición de SQTL17, caracterizado por presentar con una herencia autosómica recesiva. La pérdida 
de función de la triadina reduce el mecanismo de retroalimentación negativa de los canales de Ca2+, 
resultando en un aumento de la corriente generada por éstos dando luagar a la sobrecarga de iones 
Ca2+ en el interior celular. Ello conduce a un aumento en la frecuencia de liberación del Ca2+ desde 
el RE y a la prolongación en último término de la duración del PA, con el consiguiente desarrollo 
de arritmias ventriculares (TV) (Chopra y cols., 2009; Altmann y cols., 2015).  
 
3.1.4. Pronóstico del SQTLc 
 
La evolución de los pacientes con SQTLc es muy variable, dependiendo de la edad, el sexo, la 
duración del intervalo QTc, el genotipo del SQTL y la respuesta al tratamiento (Figura II.35) 
(Priori y cols., 2003; Giudicessi y Ackerman, 2013). En general, las guías (Giudicessi y Ackerman, 
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2013) consideran que el riesgo de sufrir algún evento cardiaco antes de los 40 años es bajo (<30%) 
en pacientes con un QTc<500 ms, SQTL1 o varones con SQTL2. El riesgo es moderado (30-50%) 
en pacientes con un QTc<500 ms si son varones con un SQTL3 o mujeres con un SQTL2/3. 
También se considera riesgo moderado si el intervalo QTc es ≥500 ms y se trata de mujeres con 
SQTL3. Fenotípicamente, están dentro de este rango aquellos individuos que tengan intervalos QTc 
prolongados entre 500 y 549 ms pero que hayan sufrido menos de dos eventos cardiacos antes de 
los 18 años. El riesgo es alto (>50%) en pacientes con QTc ≥ 500 ms si presentan un SQTL1/2 o 
varones con un SQTL3, y que hayan presentado 2 o más eventos cardiacos (pero menos de 10) 
antes de los 18 años de edad. Por último, el riesgo es extremadamente alto (≥80%) en aquellos 
pacientes diagnosticados con síndrome de Timothy (SQTL8), aquellos que presenten mutaciones 
patogénicas en más de uno de los alelos del gen KCNQ1, como puede darse en el caso del síndrome 
de Jervell y Lange-Nielsen (JLN1 y JLN2) (Bdier y cols., 2017) y en aquellos pacientes que hayan 
sufrido 10 o más eventos cardiacos antes de los 18 años.  
Por otro lado, se ha descrito que las mutaciones con cambio de sentido son las más comunes 
(78%, 67%, y 89% en el gen KCNQ1, KCNH2 y SCN5A, respectivamente) y su localización 
determina el riesgo del paciente a sufrir eventos cardiacos. Por su parte, las mutaciones sin cambio 
de sentido tienen un valor predictivo >99% independientemente de su localización (Kapa y cols., 
2009). 
 
Figura II.35. Clasificación del riesgo de sufrir eventos cardiacos antes de los 40 años de edad en pacientes 
diagnosticados con SQTLc. Estos eventos incluyen episodios de síncope, convulsiones, o muerte súbita cardiaca 
(MSC). La clasificación está basada en el genotipo del paciente (recuadros morados), fenotipo (recuadros naranjas) o 
una mezcla de ambos (recuadros grises). [Adaptada de Giudicessi y Ackerman, 2013] 
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3.1.5. Tratamiento del SQTLc 
 
Los β-bloqueantes son el tratamiento de elección para los pacientes con SQTL ya que son los 
fármacos más eficaces en la prevención de las recurrencias de eventos cardíacos y MSC. Son 
indicados tanto en individuos sintomáticos como asintomáticos que presenten un intervalo QTc 
≥470 ms (14). En aquellos sujetos asintomáticos con un QTc<470 ms el tratamiento es opcional, 
pero debería considerarse que al menos un 10% de los individuos con SQTL y asintomáticos 
desarrollarán síntomas en el futuro.  
En general, el tratamiento con β-bloqueantes es muy bien tolerado por la mayoría de 
individuos y reduce el riesgo de sufrir eventos cardiacos en más del 95% de los casos de SQTL1, 
entre el 70 y el 80% de los casos de SQTL2 y en aproximadamente el 80% de los casos de SQTL3 
(Moss y cols., 2000; Priori y cols., 2004; Vincent y cols., 2009; Wilde y cols., 2016). El efecto 
protector de estos fármacos se ha correlacionado con la supresión del tono simpático, que es uno de 
los factores desencadenantes de TdP, el bloqueo de los canales de Ca2+ tipo-L y la disminución de 
la dispersión transmural del intervalo QTc (Moss y cols., 2000; Gemma y cols., 2011; Bennett y 
cols., 2014). La supresión del tono simpático hace que los β-bloqueantes sean más efectivos en los 
pacientes con SQTL1 (90% de los pacientes tratados permanecen asintomáticon tras 5.4 años) en 
los que los eventos potencialmente mortales aparecen con mayor frecuencia durante los periodos de 
activación simpática. 
A pesar de que originalmente se sugirió que el efecto de los β-bloqueantes dependía del tipo 
de SQTL, un estudio posterior demostró que el efecto protector es dependiente del tipor de fármaco 
utilizado (Chockalingam y cols., 2012) de forma que en el SQTL1 y SQTL2, los efectos de β-
bloqueantes como nadolol y propanolol fueron claramente superiores al de otros utilizados como el 
metoprolol. 
En general, el nadolol es el β-bloqueante más efectivo para el SQTL y, de hecho, debería ser 
utilizado como tratamiento de primera línea en la prevención tanto primaria como secundaria de los 
síntomas en individuos de alto riesgo (Chockalingam y cols., 2012; Abu-Zeitone y cols., 2014). Por 
su parte, el bisoprolol podría ser una alternativa en aquellos individuos con SQTL de bajo riesgo y 
asintomáticos (Fazio y cols., 2013; Steinberg y cols., 2016). El atenolol, sin embargo, no es 
recomendado por la mayoría de expertos ya que actualmente no se asocia al acortamiento del 
intervalo QTc en individuos diagnosticados con SQTL1 o SQTL2 (Steinberg y cols., 2016). 
Además, estudios previos han identificado diversos efectos adversos al utilizar este fármaco en 
niños (Trippel y Gillette, 1990; Chatrath y cols., 2004).  
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Con el fin de controlar la eficacia y los posibles efectos adversos, es necesario la realización 
de evaluaciones periódicas y la regulación de las dosis de β-bloqueantes empleadas en todos los 
individuos con SQTL, especialmente niños que se encuentren en edad de crecimiento.  
Además de los β-bloqueantes, existe una terapia farmacológica específica para aquellos 
individuos diagnosticados con SQTL3. En este caso se trata de utilizar diversos fármacos que 
tengan como diana la inhibición del componente tardío o INa,L de la corriente de Na
+. Para ello, se ha 
sugerido emplear varios bloqueantes de los canales de Na+ (Schwartz y cols., 1995; Windle y cols., 
2001; Moss y cols., 2005) como algunos antiarrítmicos de clase Ib (mexiletina, lidocaína), de clase 
Ic (flecainida) o la ranolazina (Chorin y cols., 2016; Mazzanti y cols., 2016). Mientras que el efecto 
de la flecainida y la ranolazina parece depender de las propiedades biofísicas de la o las mutaciones 
en los canales de Na+, el efecto de la mexiletina parece ser independiente de éstas (Chorin y cols., 
2016; Mazzanti y cols., 2016; Chorin y cols., 2018). La ranolazina, un nuevo fármaco antianginoso 
que bloquea de forma selectiva la INa,L, acorta la duración del intervalo QT en pacientes con SQTL3 
a concentraciones a las que no modifica la frecuencia, la contractilidad o la velocidad de 
conducción cardiacas (Moss y cols., 2008). En todos los casos, el empleo de estos fármacos debería 
tomarse en cuenta especialmente en aquellos pacientes con SQTL3 de alto riesgo. De hecho, en 
estos pacientes con intervalos QTc≥500 ms suelen tratarse previamente con β-bloqueantes y, si al 
cabo de aproximadamente 90 minutos, se consigue acortar el QT en más de 40 ms, entonces se 
procede a la combinación de éstos con bloqueantes de los canales de Na+ como la mexiletina 
(Chockalingam y cols., 2012; Schwartz y cols., 2012).  
En aquellos pacientes con SQTL que han sufrido MSC resucitada o en aquellos que, aun 
estando bajo tratamiento con β-bloqueantes, han presentado episodios repetidos de arritmias 
ventriculares graves y síncope, resulta de elección la colocación de un DAI (del inglés implantable 
cardioverter defibrillator o ICD), independientemente del genotipo (Priori y cols., 2013; Priori y 
cols., 2015). Además, las guías recomiendan el DAI para la prevención primaria de la MSC en 
pacientes con factores de alto riesgo, como por ejemplo aquellos con SQTL1, SQTL2 o SQTL3 con 
un intervalo QTc≥500 ms y en los que los eventos cardiacos aparecen antes de los 7 años de edad 
(Epstein y cols., 2008). También es adecuado en pacientes diagnosticados con JLN y síndrome de 
Timothy o en los que el tratamiento con β-bloqueantes está contraindicado (por ejemplo, asmáticos) 
(Priori y cols., 2013; Priori y cols., 2015). Sin embargo, el DAI no previene los eventos arrítmicos 
en pacientes con SQTL2/3 y en pacientes muy jóvenes su implantación puede ser problemática, ya 
que se acompaña de más complicaciones que en los adultos. Con el paso del tiempo, las 
complicaciones relacionadas con la colocación del DAI son relativamente comunes e incluyen 
disfunción del aparato, descargas o shocks inapropiados e infecciones justo en la zona de 
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implantación (Olde Nordkamp y cols., 2016). Es por ello que la decisión de implantar un DAI debe 
ser tomada cuidadosamente por personal clínico experto y deben realizarse evaluaciones regulares 
con el fin de comprobar su correcto funcionamiento.  
Otra alternativa es la colocación de un marcapasos para evitar los episodios de bradicardia y 
las pausas sinusales, especialmente en pacientes con SQTL2 y SQTL3, en los que las TdP pueden 
iniciarse tras dicha pausa. Sin embargo, los datos con marcapasos se limitan a un pequeño número 
de pacientes (Moss y cols., 1991). La combinación de un marcapasos y β-bloqueantes puede ser 
beneficiosa en pacientes de alto riesgo, sobre todo cuando se trata de pacientes adolescentes. Las 
guías establecen que la estimulación permanente está indicada en pacientes con TV inducidas tras 
una pausa, exista o no una prolongación del intervalo QT (Epstein y cols., 2008). 
Por otro lado, en los pacientes diagnosticados con SQTL (intervalo QTc > 500 ms) que no 
responden a los β-bloqueantes y que presentan episodios repetidos de arritmias ventriculares graves 
y síncope, la denervación simpática cardíaca izquierda (DSCI) puede considerarse también como 
tratamiento alternativo. Este procedimiento quirúrgico previene la aparición de TV al extirpar el 
ganglio estrellado izquierdo, ya que se interrumpe la fuente principal de noradrenalina liberada en el 
corazón y con ello aumenta el umbral de fibrilación ventricular y la refractariedad ventricular. En 
un estudio realizado por Schwartz y colaboradores se demostró que, tras 8 años de seguimiento en 
147 pacientes con SQTL a los que se les había realizado DSCI, los eventos cardiacos se redujeron 
en aproximadamente un 90% de los casos (Schwartz y cols., 2004). 
El DSCI parece ser más efectivo en pacientes con SQTL1 que en aquellos con SQTL2 o 
SQTL3 (Ackerman, 2015). Asimsimo, la aparición de efectos adversos es bastante común, 
afectando hasta al 95% de pacientes que son sometidos al tratamiento (Waddell-Smith y cols., 
2015). Debido a ello y a la naturaleza invasiva del procedimiento, el DSCI es actualmente empleado 
únicamente como terapia de rescate para el tratamiento de individuos con SQTL de muy alto riesgo, 
incluyendo aquellos en los que aparecen arritmias refractarias a pesar de estar bajo tratamiento 
controlado y los que sufren múltiples shocks debido a un mal funcionamiento del DAI. Asimismo, 
este tratamiento podría ser apropiado en el caso de pacientes jóvenes con formas agresivas de SQTL 
y en cuyo caso la implantación de un DAI está contraindicada o es técnicamente inviable (Schwartz 
y cols., 2004; Priori y cols., 2013).  
Como última opción en el tratamiento de SQTL hay que mencionar el transplante de corazón. 
Sin embargo, este procedimiento rara vez se utiliza para tratar este tipo de enfermedades, sólo en 
casos selectos y extremos. En un estudio reciente realizado en la clínica Mayo (Minnesota, EEUU) 
incluyendo a 349 niños y adolescentes con SQTL, se determinó que la incidencia del transplante de 
corazón fue del 0.9%, es decir, únicamente 3 pacientes fueron transplantados. Los 3 pacientes 
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habían sido diagnosticados con SQTL3 y previamente ya habían sido sometidos a una cirugía de 
denervación simpática cardiaca bilateral (Kelle y cols., 2017). 
 
3.1.5.a. Prevención de los síntomas 
 
Además del tratamiento profiláftico disponible y ya comentado en el apartado anterior, los 
individuos diagnosticados con SQTL deberán evitar las siguientes circunstancias: 
 
 Administración de fármacos/drogas que causan una prolongación del inervalo QT o 
provocan TdP.  
 Desequilibrio electrolítico asociado a una prolongación del intervalo QTc. Es muy 
importante identificar si en el paciente existe un desequilibrio electrolítico asociado a la 
aparición de diarreas, vómitos, condiciones metabólicas específicas, o la realización de 
dietas de manera inapropiada. 
 Pacientes con SQTL1 deberán evitar la realización de actividad física intensa, incluyendo 
deportes competitivos como la natación sin supervisión. En pacientes con SQTL2 se debe 
reducir la exposición a ruidos intensos tales como alarmas de relojes o timbres de teléfonos. 
La participación en deportes competitivos tampoco es recomendada. En general, todos 
aquellos individuos con SQTL que deseen participar en este tipo de deportes deben ser 
evaluados periódicamente por personal médico experto (Johnson y Ackerman, 2012; Priori y 
cols., 2013). 
 En la medida de lo posible, evitar acontecimientos que provoquen estrés emocional. 
 
- Prevención en el embarazo: el periodo postparto se encuentra asociado con un riesgo alto de 
padecer eventos cardiacos, especialmente en aquellas mujeres diagnosticadas con SQTL2. En estos 
casos, el tratamiento con β-bloquantes durante los 9 meses posteriores al parto, ha sido asociado con 
una disminución en el número de arritmias ventriculares y síncopes (Seth y cols., 2007). 
 
- Precaución en aquellos individuos con SQTL y con antecedentes clínicos de asma, hipotensión 
ortostática, depresión, y diabetes mellitus, ya que estas patologías podrían ser exacerbadas con un 
tratamiento a base de β-bloquantes. 
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- A pesar de que la incidencia de arritmias es baja durante intervenciones específicas tales como 
cirugías, endoscopias, parto inducido, o cirugías dentales, se deberá monitorizar el ECG durante la 
realización de tales procedimientos. 
 
3.2. Síndrome QT Largo adquirido 
 
Además del SQTLc, existe el denominado SQTL adquirido (SQTLa), caracterizado por la 
prolongación del intervalo QT del ECG a consecuencia de una alteración en la fase de 
repolarización cardiaca debido a situaciones concretas tales como la exposición a determinados 
fármacos, la presencia de alteraciones metabólicas o desequilibrios electrolíticos (hipomagnesemia, 
hipopotasemia, hipocalcemia), hipotiroidismo, hipotermia o una bradicardia muy marcada 
(pacientes con bradicardia sinusal o bloqueo auriculoventricular) (Cho y cols., 2015; El-Sherif y 
cols., 2018). Además recientemente se han identificado diversos pacientes con SQTLa debido a la 
presencia de enfermedades autoinmunes e inflamatorias (Lazzerini y cols., 2015; Boutjdir y cols., 
2016; Lazzerini y cols., 2016).  
Al igual que en el resto de SQTL, los síntomas del SQTLa también pueden desembocar en la 
aparición de arritmias ventriculares graves como TdP y MSC (Roden, 2004; Roden y Viswanathan, 
2005). 
Cualquiera de los factores recién mencionados puede causar directamente SQTLa o bien 
contribuir de manera secundaria a aumentar el riesgo de padecer SQTLa inducido por la exposición 
a fármacos. De hecho, éste último es la causa más común de SQTLa y el principal mecanismo 
implicado es el bloqueo de los canales hERG responsables de generar la IKr  (Roden y Viswanathan, 
2005), a pesar de que en teoría la interacción de los fármacos con otros canales iónicos que 
igualmente participen en la fase de repolarización cardiaca también podría desencadenar la 
aparición de dicho síndrome. Sin embargo, y como se ha mencionado en el apartado anterior de 
“Propiedades farmacológicas de la IKr” (página 78), los canales hERG van a poseer dos 
características peculiares en su estructura que explican la promiscuidad de su sitio receptor para 
unirse a una enorme variedad de fármacos que incluyen, además de antiarrítmicos, fármacos con 
fines terapeúticos no cardiacos como antihistamínicos, antifúngicos, antidepresivos, antipsicóticos, 
antibióticos, quimioterápicos antibacterianos o anticancerosos (Tabla II.13) (Mitcheson y cols., 
2000; Perrin y cols., 2008; Perry y cols., 2010; Kallergis y cols., 2012). Por un lado, el tamaño del 
vestíbulo acuoso localizado en el interior del poro del canal es mayor que el que presentan otros 
canales de la misma familia debido a la ausencia de dos prolinas. Esto favorece además que la 
cavidad sea mucho más flexible para acomodar los diferentes fármacos en el interior. Por otro lado, 
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dentro de dicha cavidad se encuentran localizados dos residuos aromáticos (Y652 y F656) que van a 
conferir a los canales una alta afinidad por la unión a fármacos que también posean en su estructura 
anillos aromáticos (Lees-Miller y cols., 2000; Mitcheson y cols., 2000a; Fernandez y cols., 2004; 
Roden y cols., 2005). 
 
Tabla II.13. Fármacos asociados al desarrollo de 
SQTLa. Todos ellos prolongan el intervalo QT del 
ECG al interaccionar con los canales hERG y bloquear 
su función en la generación de la IKr. [Adaptada de 























La administración de más de un fármaco que prolonga la repolarización cardiaca aumenta el 
riesgo de desarrollar SQTLa. Además, en la mayoría de los casos dicho aumento es debido a la 
aparición de alteraciones metabólicas a consecuencia de la interacción entre los respectivos 
fármacos, más que por un simple efecto aditivo sobre la IKr. 
Fármacos Antiarrítmicos 
Clase IA (quinidina, procainamida, disopiramida) 
Clase III (dofetilida, ibutilida, sotalol, amiodarona) 
Clase IV (verapamilo) 
Fármacos procinéticos 
Cisaprida 










Neurolépticos tipo fenotiazinas 
    - Tioridazina 
    - Clorpromazina 
Neurolépticos tipo butirofenonas 
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Por otra parte, existen múltiples factores de riesgo asociados a la aparición de SQTLa (Tabla 
II.14). Se ha demostrado que en la mayoría de pacientes afectados por la enfermedad coinciden al 
menos uno de estos factores junto con la exposición al fármaco desencadentante de los síntomas 
(Kallergis y cols., 2012).  
 
Tabla II.14. Factores de riesgo 
descritos por estar asociados a 
la aparición de SQTLa. FA: 
Fibrilación Auricular. 















Asimismo, la susceptibilidad a padecer SQTLa puede verse influenciada por diferentes 
mutaciones genéticas (Mahida y cols., 2013). De hecho, los familiares de primer grado de pacientes 
diagnosticados con SQTLc son más susceptibles a desarrollar una prolongación del intervalo QT 
inducida por fármacos que aquellos individuos no emparentados (Kannankeril y cols., 2005). 
La incidencia del SQTLa en una población dada es muy dificil de estimar. Aun así, Molokhia 
y colaboradores realizaron un estudio en pacientes franceses y observaron que aproximadamente 
entre el 5 y el 7% de los casos de TV, FV o MSC fueron diagnosticados como SQTLa asociado a 
TdP (Molokhia y cols., 2008). 
El tratamiento del SQTLa incluye en primer lugar la identificación del fármaco causante de la 
prolongación del inervalo QT y su consecuente retirada. Así mismo se tratará de corregir si existiese 
alguna afectación metabólica secundaria como hipopotasemia o hipomagnesemia.  
En la mayoría de casos, los episodios de TdP suelen ser efímeros y terminan de manera 
espontánea. Sin embargo, si apareciese algún episodio más prolongado en el tiempo, la estabilidad 
hemodinámica del paciente podría verse comprometida y entonces se haría necesario realizar una 




Cardioversión eléctrica reciente de FA
Fallo cardiaco congestivo
Hipertrofia ventricular izquierda
Altas concentraciones de los fármacos
(a excepción de los antiarrítmicos de clase IA, el riesgo aumenta
proporcionalmente a la concentración del fármaco)
Intervalo QT prolongado en condiciones basales
SQTL subclínico o enmascarado
Presencia de polimorfismos en los genes que codifican los canales iónicos cardiacos
Hipomagnesemia severa
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El tratamiento a corto plazo disponible se centra en prevenir la recurrencia de arritmias tipo 
TdP e incluye la administración en el paciente de sulfato de magnesio por vía intravenosa o la 
estimulación cardiaca temporal transvenosa, normalmente con isoproterenol. La primera de las 
acciones es considerada el tratamiento de elección durante un episodio agudo de TdP, 
independientemente de los niveles de magnesio que el paciente tenga en suero (Banai y Tzivoni, 
1993). El mecanismo por el cual el magnesio previene la aparición de arritmias recurrentes no está 
del todo claro, pero probablemente su acción esté mediada por el bloqueo de las corrientes de Na+ y 
de Ca2+. Si además el paciente presenta hipopotasemia, se deberá inyectar el bolo de magnesio junto 
con potasio con el fin de mantener unos niveles plasmáticos óptimos de este último. 
La estimulación cardiaca temporal transvenosa, por su parte, va a resultar efectiva en acortar 
el intervalo QTc y prevenir la aparición de TdP recurrentes, especialmente cuando éstas son 
seguidas de una pausa en la frecuencia cardiaca o bradicardia (Khan, 2002). El isoproterenol por vía 
intravenosa puede ser útil ya que al incrementar la frecuencia cardíaca acorta la duración de los PA 
ventriculares, disminuye la dispersión de la repolarización ventricular y suprime los pospotenciales 
tempranos que generan las arritmias tipo TdP. 
Por último, el tratamiento a largo plazo es requerido en muy pocas ocasiones. Aquellas 
condiciones que predisponen al desarrollo de un desequilibrio electrolítico deben ser corregidas. 
Asimismo, en pacientes diagnosticados con síndrome del nodo del seno o bloqueo 
auriculoventricular y bradicardia, debe valorarse la implantación de un marcapasos permanente 
(Viskin, 2000). 
 
3.3. Síndrome QT Largo Tipo 2 
 
El SQTL2 es el segundo tipo de SQTLc más común después del SQTL1 y se encuentra 
asociado a mutaciones en el gen KCNH2 que cursan con un defecto o pérdida de función de las 
subunidades hERG, lo que conlleva a una disminución o incluso ausencia de IKr. Como 
consecuencia, se produce un retraso en la fase de repolarización del PA cardiaco traducido como 
una prolongación del intervalo QT del ECG, que predispone al paciente a padecer arritmias 
ventriculares graves y potencialmente mortales (TV y MSC) (Sanguinetti, 2010; Smith y cols., 
2016; Bohnen y cols., 2017). A menudo, los episodios de síncope o convulsiones aparecen 
repentinamente tras presenciar eventos específicos como el sonido intenso de una alarma de 
despertador o el timbre de un teléfono, así como estados fisiológicos de estrés emocional o el 
periodo postparto (Figura II.36) (Wilde y cols., 1999; Schwartz y cols., 2001; Khositseth y cols., 
2004). En general, el diagnóstico principal se realiza en base a la prolongación del intervalo QTc 
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observado en el ECG, descartando previamente un posible origen asociado a la exposición de 
fármacos que también prolonguen dicho intervalo (SQTLa), junto con otros parámetros como la 
morfología de las ondas T, que en el caso del SQTL2 se asocian con ondas de baja amplitud y 
melladas (bífidas) (Moss y cols., 1995).  
 
Figura II.36. Características principales del SQTL2. [Adaptada de Skinner y cols., 2019]  
 
Las mutaciones en homozigosis en el gen KCNH2 implicadas en la aparición de SQTL2 son 
extremadamente raras y resultan en muerte fetal o en una prolongación muy severa del intervalo QT 
al nacer (Hoorntje y cols., 1999; Johnson y cols., 2003). Las mutaciones en heterozigosis, sin 
embargo, son más comunes y comprenden la mayoría de casos. Éstas a su vez van a dividirse según 
generen o bien un fenómeno de haploinsuficiencia o bien un efecto dominante negativo (EDN). Se 
trata de haploinsuficiencia cuando la mutación resulta en la pérdida de función únicamente del alelo 
afectado, mientras que el otro alelo del gen (el normal o wild-type (WT)) es expresado de manera 
normal.  El EDN, sin embargo, se caracteriza no solo por causar una pérdida de función en el alelo 
mutado sino que además impacta negativamente sobre las subunidades hERG codificadas por el 
alelo WT, dando lugar a un fenotipo más agresivo de la enfermedad (Furutani y cols., 1999; Kagan 
y cols., 2000; Anderson y cols., 2006; Smith y cols., 2016). 
En general, se han identificado aproximadamente 500 mutaciones en heterozigosis en KCNH2 
asociadas al SQTL2 (Anderson y cols., 2014). En un estudio realizado por Kapplinger y 
colaboradores se analizaron 226 mutaciones de pérdida de función en pacientes diagnosticados con 
SQTL2 y se demostró que la mayoría (62%) pertenecían a variantes con cambio de sentido 
(missense), mientras que el 24% eran mutaciones con desplazamiento del marco de lectura 
(frameshift) y el 14% restante una combinación que incluía mutaciones sin sentido (nonsense), 
inserciones, deleciones, duplicaciones e incluso variantes en secuencias localizadas en sitios de 
splicing alternativo. En cuanto a su localización en las subunidades hERG, dichos autores 
Población de alto riesgo
Mujeres > 12 años
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demostraron que el 32% de las mutaciones se situaban en el dominio formador del poro, el 29% en 
el extremo N-terminal (incluyendo un 8% en el dominio PAS) y un 39% en el extremo C-terminal 
(incluyendo un 8% en el dominio CNBHD) (Figura II.37) (Kapplinger y cols., 2009). En el año 
2002, Moss y colaboradores demostraron que en aquellos pacientes con SQTL2, el riesgo de 
desarrollar eventos cardiacos era mucho mayor cuando las mutaciones se localizaban en la región 
formadora del poro de las subunidades hERG, ya que estas variantes eran más propensas a ejercer 
un EDN que aquellas localizadas en los extremos N- y C-terminales (Moss y cols., 2002). A su vez, 
observaron que dicho EDN tenía lugar o bien aumentando la tasa de degradación de las subunidades 
hERG, las cuales quedaban atrapadas en el RE/Golgi (Ficker y cols., 2000), o bien disminuyendo la 
permeabilidad de los canales a los iones K+. En ambos casos el efecto final daba lugar a la 
inhibición de la IKr generada por éstos (Moss y cols., 2002). 
Por otro lado, las mutaciones de pérdida de función en heterozigosis en el gen KCNH2 se van 
a clasificar atendiendo a cuatro criterios: aquellas que afectan a los niveles de expresión del gen 
(clase 1), aquellas que alteran el tráfico hacia la membrana de las subunidades hERG (clase 2), 
aquellas que afectan al gating de los canales formados (clase 3) y aquellas que afectan a la 
permeabilidad de los canales a los iones K+ (clase 4) (Smith y cols., 2016; Bohnen y cols., 2017). 
La gran mayoría de mutaciones con cambio de sentido asociadas a SQTL2 (concretamente el 88%) 
van a alterar la función de las subunidades hERG por un mecanismo de clase 2 (Figura II.37) 































































Figura II.37. Tipos de mutaciones con cambio de sentido asociadas a SQTL2 y su localización en los canales 
hERG. En la imagen se representa una subunidad hERG (1159 aminoácidos) formada por 6 segmentos TM y los 
dominios N- y C-terminales intracelulares. Aquellas mutaciones que alteran el tráfico, gating y permeabilidad al K+ de 
hERG son señaladas con círculos negros, rojos y azules, respectivamente. Como se puede observar, la mayoría de 
mutaciones alteran el tráfico hacia la membrana de las subunidades hERG y se encuentran localizadas en el dominio 
PAS (extremo N-terminal), en el dominio formador del poro (incluyendo los segmentos S5 y S6 y el lazo P) y en el 
dominio CNBHD (extremo C-terminal). Tanto el dominio PAS como CNBHD son resaltados en rectángulos con lineas 
discontinuas. [Adaptada de Smith y cols., 2016] 
 
Las mutaciones que afectan al tráfico de los canales hERG pueden o bien modificar el propio 
proceso de tráfico hacia la membrana de las subunidades que forman el canal, o bien alterar el 
proceso inicial de plegamiento que, en condiciones normales, es necesario para dar lugar a la 
conformación nativa de la proteina (Zhou y cols., 1998b). Este último proceso tiene lugar en el RE 
y en el Golgi, e incluye una etapa de maduración a través de la glicosilación de la proteína. De esta 
manera, aquellas subunidades hERG maduras con un correcto plegamiento y glicosilación (peso 
molecular de 155 kDa) podrán traficar más fácilmente hacia la membrana plasmática que aquellas 
subunidades parcialmente glicosiladas (peso molecular de 135 kDa) que no trafican correctamente. 
Estas diferencias en el peso molecular van a ayudarnos a distinguir cual de los dos mecanismos se 
encuentra involucrado según el tipo de mutación. Así, en un estudio realizado por Zhou y 
colaboradores, se identificaron dos variantes en el gen KCNH2 codificando las subunidades hERG 
mutantes Y611H y V822M, ambas con un peso de 135 kDa. Esto les ayudó a confirmar que ambos 
Mutaciones asociadas a SQTL2
Alteran el tráfico del canal hacia la membrana (88%)
Alteran el gating del canal (5%)
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mutantes cursaron con alteraciones en el tráfico debido a defectos en el plegamiento. De hecho, los 
autores demostraron que ambos mutantes eran retenidos en el RE y posteriormente ubquitinados y 
dregadados vía proteosoma (Zhou y cols., 1998b). 
Por otro lado, también existe la posibilidad de que una misma mutación en las subunidades 
hERG esté asociada a un fenotipo de pérdida de función por una combinación de múltiples 
mecanismos. Por ejemplo, Kanters y colaboradores identificaron un mutante, hERG F29L, en una 
familia con SQTL2, el cual alteraba el tráfico hacia la membrana de los canales hERG pero también  
desplazaba la dependencia de voltaje de la inactivación hacia potenciales positivos y aceleraba la 
cinética de deactivación (Kanters y cols., 2015).  
También puede suceder que diferentes mutaciones en un mismo aminoácido den lugar a 
fenotipos distintos. Por ejemplo, ha sido demostrado que el mutante hERG G626A trafica de 
manera correcta a la membrana pero posee una alteración en el filtro de selectividad para el K+. 
Ahora bien, si sustituimos dicha mutación por G626D, G626V o G626S, el fenotipo del canal 
cambia y pasaría a clasificarse como mutante deficiente en tráfico (Anderson y cols., 2014). 
 
3.3.1. Tratamiento del SQTL2 
 
El tratamiento para el SQTL2 es el mismo que el utilizado para otros tipos de SQTL siendo la 
terapia más común la administración de β-bloqueantes. Además aquellos pacientes de alto riesgo 
pueden ser sometidos a cirugía del tipo DSCI y/o implantación de un DAI (Sanguinetti, 2010).  
Una característica que hace diferente el tratamiento del SQTL2 con respecto al resto, es el 
desarrollo de pequeñas moleculas que actúan como activadoras de los canales hERG. Estas 
moléculas podrían tener utilidad no sólo para tratar el SQTL2 sino también el SQTL asociado a la 
exposición de fármacos, ya que en ambos casos la activación de los canales daría lugar a un 
aumento de la IKr generada por ellos, acelerando el proceso de repolarización y acortando la 
duración del PA cardiaco (Zhou y cols., 2011; Bohnen y cols., 2017). 
Actualmente se han identificado hasta 9 moléculas que podrían funcionar como activadoras de 
canales hERG (Tabla II.15). De éstas, 8 han sido sintetizadas de manera química y sólo una 
(mallotoxina) es de origen natural (Zhou y cols., 2011). Todas ellas son clasificadas a su vez en dos 
tipos en función del mecanismo de acción (Giacomini y cols., 2015; Bohnen y cols., 2017). Así, 
aquellas moléculas activadoras de tipo 1, como RPR260243, ejercen su función retrasando la 
cinética de deactivación de los canales hERG de una manera dependiente de voltaje y de 
temperatura (Kang y cols., 2005; Perry y cols., 2010) mientras que las de tipo 2 (PD118057, 
ICA105574, NS1643, entre otras) actúan retrasando la cinética de inactivación y/o desplazando la 
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dependencia de voltaje de la inactivación hacia voltajes positivos (Casis y cols., 2006; Hansen y 
cols., 2006; Perry y cols., 2009; Gerlach y cols., 2010; Grunnet y cols., 2011). Aunque en menor 
medida, algunas de las moléculas incluidas en este último tipo también son capaces de modificar la 
cinética de deactivación y la dependencia de voltaje de la activación de los canales hERG así como 
producir un aumento en la probabilidad de apertura de éstos (Tabla II.15).  
Otras moléculas, como la mallotoxina (extracto natural del árbol Mallotus philippensis) o el 
KB130015 (derivado de la amiodarona), no pueden clasificarse en ninguno de los dos grupos ya que 
ambas ejercen su acción desplazando la dependencia de voltaje de la activación hacia potenciales 
más negativos, sin afectar a la deactivación ni a la incativación de los canales hERG (Zeng y cols., 
2006; Gessner y cols., 2010). Por otro lado, algunos compuestos como el A935142 actúan por un 
mecanismo que reúne las características de activadores tanto de tipo 1 como de tipo 2 (Tabla II.15) 
(Su y cols., 2009). 
Actualmente, no se conoce con precisión el sitio de unión de estas moléculas a los canales 
hERG, a pesar de que la mayoría de estudios apuntan al dominio del poro del canal (segmentos S5 y 
S6 y lazo P) como la principal región implicada en la interacción (Perry y cols., 2009; Perry y cols., 
2010; Bohnen y cols., 2017).  
Por útlimo cabe destacar que, a pesar de los recientes avances en el área, ninguno de estos 
compuestos ha sido evaluado aún en ensayos clínicos para determinar su eficacia y seguridad como 
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Tabla II.15. Tipos de moléculas activadoras de los canales hERG. En la tabla se puede observar el nombre de cada 
molécula, su estructura y el mecanismo de acción que llevan a cabo para activar los canales. Mientras que las primeras 
8 moléculas son de origen sintético, la mallotoxina tiene su origen a partir del extracto natural del árbol Mallotus 








Desplaza la curva de activación 
hacia potenciales más negativos 
Mallotoxina
Acelera la cinética de activación
KB130015
Principalmente atenúa o inhibe 
la inactivación
ICA-10557
Acelera la cinética de activación, 
atenúa la inactivación y retrasa 








Retrasa cinética de deactivaciónRPR260243
Mecanismo de acciónEstructuraNombre del compuesto
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4. FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN Tbx20 
 
 
4.1. Características principales de la familia de factores T-box 
 
 
La proteína Tbx20 se trata de un factor de transcripción incluido dentro de la familia de 
proteínas conocidas como T-box, implicadas en la regulación de la expresión génica durante la 
organogénesis y el desarrollo embrionario (Showell y cols., 2004). Concretamente, estos factores 
van a caracterizarse por actuar en combinación y/o de manera jerárquica regulando varias etapas en 
el embrión como la formación temprana del mesodermo (Suzuki y cols., 2004), el crecimiento de 
las diferentes extremidades (Messenger y cols., 2005) o incluso el desarrollo de órganos como el 
corazón (Plageman y Yutzey, 2005). 
En el humano, los genes T-box (o genes TBX) van a codificar más de 20 factores de 
transcripción los cuales presentan homología con otros genes presentes en organismos menos 
evolucionados como el nematodo Caenorhabditis elegans, moscas del género Drosophila, el pez 
cebra o el ratón. De hecho, es en este último modelo donde Herrmann y colaboradores, en el año 
1990, clonaron y caracterizaron por primera vez un gen T-box codificando un factor al que 
denominaron factor T o Brachyury, a partir de la presencia de diversas mutaciones que producían en 
el ratón un fenotipo caracterizado por el desarrollo de colas más cortas (Herrmann y cols., 1990). 
Desde entonces, numerosos miembros adicionales han sido identificados en organismos tanto 
vertebrados como invertebrados (Papaioannou, 2001; Plageman y Yutzey, 2005). 
El nombre de la familia viene dado gracias a la presencia en todos los miembros de una 
región, el dominio T-box, implicado en la unión a secuencias específicas de ADN. Este dominio 
está compuesto por aproximadamente 180 aminoácidos y se encuentra altamente conservado entre 
las diferentes especies (Plageman y Yutzey, 2005; Stennard y Harvey, 2005; Macindoe y cols., 
2009). Además de la unión al ADN, el dominio T-box va a favorecer la interacción entre estas 
proteínas con otros factores de transcripción que también participan en la embriogénesis. 
La familia de genes T-box se divide en 5 subfamilias (Tbx1 a Tbx5) gracias al análisis 
filogenético realizado en base a la similitud de secuencias y estructuras presentes a lo largo de la 
evolución (Papaioannou, 2001; Naiche y cols., 2005; Plageman y Yutzey, 2005). De todas ellas, las 
subfamilias Tbx1 y Tbx2 van a estar formadas por los 7 genes principales expresados en el corazón 
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Figura II.38. Árbol filogenético con los genes T-box incluidos dentro de las subfamilias Tbx1 y Tbx2. Los 
nombres científicos de Mus musculus, Xenopus laevis, Danio rerio, Gallus gallus y Homo sapiens se refieren a las 
especies ratón común, rana de uñas africanas, pez cebra, gallo y humano, respectivamente. [Adaptada de Plageman y 
Yutzey, 2005] 
 
Estos 7 genes juegan un papel muy importante durante el desarrollo cardiaco en los diferentes 
organismos, participando en procesos fundamentales como la diferenciación de células progenitoras 
hacia los diferentes linajes celulares cardiacos, formación de las cámaras y del sistema valvular, 
desarrollo del tejido endocárdico y epicárdico y especialización del sistema de conducción 
(Plageman y Yutzey, 2005; Stennard y Harvey, 2005; Greulich y cols., 2011). De hecho, diversas 
mutaciones en estos genes han sido asociadas con enfermedades congénitas que cursan con 
malformaciones y anomalías cardiacas, como por ejemplo el Síndrome de Holt–Oram, asociado a 
mutaciones en el gen TBX5 (Basson y cols., 1997; Li y cols., 1997), el Síndrome de DiGeorge 
(también llamado de deleción 22q11.2), debido a mutaciones en el gen TBX1 (Baldini, 2004), o 
defectos en la septación y en la valvulogénesis y cardiomiopatía asociado con mutaciones en el gen 
TBX20 (Kirk y cols., 2007). 
 
4.2. Interacción entre el ADN y los factores T-box 
 
Originalmente, el sitio específico en el ADN para la unión de los factores T-box fue 
determinado en el ratón a partir del factor T o Brachyury. En este modelo, se identificó una 
secuencia consenso parcialmente palindrómica de 20 pb a la que se denominó como sitio-T y 
referida como 5′-T(G/C)ACACCTAGGTGTGAAATT-3′ (Kispert y Herrmann, 1993). Sin 
embargo, gracias a la obtención de la estructura cristalográfica del factor Brachyury, se demostró 
Subfamilia Tbx1
Subfamilia Tbx2
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que la interacción del factor no iba a producirse con toda la secuencia de ADN sino únicamente con 
una región (motivo 5′-AGGTGTGA-3′) incluida dentro de ésta y denominada como sitio T/2 
(Figura II.39) (Muller y Herrmann, 1997; Casey y cols., 1998). Desde entonces, diversos estudios 
confirmaron que todos los factores T-box van a unirse a dicha secuencia de ADN, a pesar de que 
debido a la diferente disposición de los sitios T/2 en cuanto a espacio y orientación se refiere, así 
como la existencia de sutiles diferencias entre los aminoácidos que componen los dominios T-box, 
















Figura II.39. Estructura tridimensional de la secuencia consenso del ADN (sitio T/2) reconocida por el dominio 
T-box del factor T o brachyury. En la figura se representan las interacciones (lineas punteadas) producidas entre los 
diferentes aminoácidos de una unidad monomérica del factor con los correspondientes nucleótidos del ADN. Los 
residuos de color rojo están envueltos en uniones polares, mientras que los residuos representados en color azul 
favorecen uniones de tipo hidrofóbico. [Adaptada de Muller y Herrmann, 1997] 
 
En cuanto al número de subunidades capaces de unirse a un mismo sitio T/2, cabe destacar 
que el factor Brachyury es capaz de interaccionar con dicha secuencia en forma de dímeros (Muller 
y Herrmann, 1997). Sin embargo, como sucede con el resto de factores T-box, la unión al ADN va a 
ser preferiblemente en forma de monómeros (Stennard y Harvey, 2005). 
Por otro lado, la unión de los factores T-box a las respectivas secuencias consenso del ADN y, 
por tanto, la actividad de cada uno de ellos, va a depender en muchos casos de la interacción con 
otros factores de transcripción (Stennard y cols., 2003; Kennedy y cols., 2017) con diferentes co-
activadores y/o co-represores transcripcionales (Maira y cols., 2003; Barron y cols., 2005; 
Kaltenbrun y cols., 2013), con diversas proteínas de ensamblaje a nucleosomas (Wang y cols., 
2004) o incluso con proteínas modificadoras de la cromatina (Lickert y cols., 2004). 
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Las proteínas T-box, y más concretamente aquellas que regulan la expresión génica durante la 
cardiogénesis, pueden actuar como activadores transcripcionales (efecto pro-transcripcional), 
represores, o ambos, dependiendo del contexto celular (Naiche y cols., 2005). Asimismo, el hecho 
de que cada proteína pueda actuar de un modo u otro va a depender de las secuencias que forman 
las regiones flanqueantes al propio dominio T-box (Macindoe y cols., 2009). La expresión conjunta 
de factores activadores y represores de la transcripción en un mismo compartimento cardiaco podría 
ser un indicio de la co-existencia de mecanismos tanto cooperativos como competitivos en la 
regulación de la expresión génica. Por otro lado, la presencia de un dominio tanto activador como 
represor en el mismo factor, podría indicarnos que dicha proteína regula funciones diferentes 
dependiendo del contexto molecular y del desarrollo (Plageman y Yutzey, 2005). 
 
4.3. Características principales de Tbx20 
 
El factor de transcripción Tbx20, con un peso molecular de aproximadamente 23,7 kDa 
(Macindoe y cols., 2009), es un miembro antiguo de la familia T-box incluido dentro de la 
subfamilia Tbx1 (Plageman y Yutzey, 2005; Stennard y Harvey, 2005). Tbx20 juega un papel muy 
importante en la regulación de la expresión génica durante el proceso de cardiogénesis embrionario 
en vertebrados (Meins y cols., 2000). Además del corazón, Tbx20 participa en el desarrollo de otros 
órganos en el embrión como los ojos, la región ventral del tubo neural y las diferentes extremidades 
(Meins y cols., 2000). 
En etapas tempranas del desarrollo, el factor Tbx20 se localiza en los cardiomiocitos que 
forman el tubo cardiaco primitivo y en las células endoteliales asociadas a las almohadillas 
endocárdicas. Estas estructuras van a intervenir en la septación de los diferentes compartimentos del 
corazón y en la formación de las válvulas y el canal auriculoventricular. De hecho, en etapas 
posteriores del desarrollo Tbx20 juega un papel muy importante en el desarrollo de las cámaras 
cardiacas, la proliferación de cardiomiocitos y el desarrollo del sistema valvular (Stennard y 
Harvey, 2005; Takeuchi y cols., 2005; Boogerd y cols., 2018). Sin embargo, la expresión de Tbx20 
no solo se encuentra restringida a la etapa embrionaria, sino que varios estudios han demostrado que 
su expresión también es fundamental para una correcta homeostasis cardiaca en la etapa adulta de 
diversos organismos como el ratón o las moscas del género Drosophila (Stennard y cols., 2005; 
Qian y cols., 2008; Shen y cols., 2011; Xiang y cols., 2016). En este último caso no se habla del gen 
TBX20 sino de sus correspondientes ortólogos, los genes neuromancer 1 (nmr1) y 2 (nmr2), 
codificando los factores H15 y midline, respectivamente (Miskolczi-McCallum y cols., 2005). 
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En el año 2003, Stennard y colaboradores demostraron la existencia, en el corazón de ratón, 
de 3 isoformas diferentes de Tbx20 (Tbx20a, b, c) resultado del splicing alternativo a partir de la 
expresión del mismo gen tbx20. Tbx20a correspondería con la isoforma completa del factor, 
formada por una secuencia de 446 aminoácidos dividida en un dominio central T-box flanqueado 
por dominios N- y C-terminales de 102 y 158 aminoácidos, respectivamente. Por el contrario, 
Tbx20b y c son isoformas más cortas, constituidas por aproximadamente 300 aminoácidos, que han 
perdido el dominio C-terminal al poseer un codón de terminación prematura de la traducción justo 
después del final del dominio T-box. Las isoformas Tbx20a y Tbx20b son coexpresadas tanto en el 
desarrollo cardiaco como en las aurículas y ventrículos del corazón adulto. Sin embargo, los niveles 
del transcrito que codifica Tbx20a son más abundantes que los de Tbx20b (Figura II.40) (Stennard 
















Figura II.40. Estructura y expresión de las diferentes isoformas de Tbx20 (a,b,c y d) en el corazón embrionario 
de ratón. (A) Representación esquemática de la estructura proteica de las cuatro isoformas de Tbx20. La isoforma 
Tbx20a es la única que presenta una estructura completa, incluyendo el dominio N-terminal (aminoácidos 1 al 108), el 
dominio T-box de interacción con el ADN (109 a 287) y las regiones de transactivación y transrepresión en el dominio 
C-terminal (288 a 446). (B) Representación esquemática de la estructura genómica (intrones y exones) de las cuatro 
variantes obtenidas por splicing alternativo a partir del gen de ratón Tbx20 (parte superior del panel). Cada variante 
codifica para cada una de las isoformas de la proteína. Los exones son mostrados como rectángulos numerados, y 
aquellos que codifican el dominio T-box se muestran rellenos en negro. [Adaptada de Stennard y cols., 2003] 
 
En este mismo estudio, Stennard y colaboradores identificaron una cuarta isoforma adicional, 
Tbx20d, constituida por 281 aminoácidos. Este factor, al igual que las isoformas b y c, pierde el 
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dominio C-terminal pero, a diferencia del resto, también va a perder un fragmento del dominio T-
box que hace que dicho factor no pueda unirse a las diferentes secuencias consenso del ADN. De 
hecho, este fragmento, compuesto por el péptido NPFAK, está altamente conservado y predicho por 
estar envuelto directamente en la unión de los diferentes factores T-box a los sitios T/2 de los 
promotores en los genes diana (Muller y Herrmann, 1997). 
 
En cuanto a la localización celular, cabe destacar que, a pesar de que la mayoría de factores de 
transcripción (como Tbx5 o Nkx2-5) están caracterizados por encontrarse únicamente en el núcleo 
de la célula, en el caso de Tbx20 se ha demostrado que está localizado fundamentalmente en dicho 
compartimento pero también existen niveles significantes en el citoplasma (Stennard y cols., 2003). 
De hecho, Debenedittis y colaboradores han demostrado que la isoforma Tbx20b es capaz de 
interaccionar a través del dominio T-box con la proteína musquelina (Mkln1), encargada de 
participar en la maquinaria de transducción de señales para el correcto plegamiento y transporte de 
proteínas nucleocitoplásmicas, en el citoplasma de las células que forman el corazón primitivo de 
embriones de ratón. Este grupo ha sugerido que el complejo formado entre ambas proteínas se 
encuentra implicado en la septación y el desarrollo del canal auriculoventricular así como la 
formación del sistema valvular (Debenedittis y cols., 2011). 
La localización celular de los factores de transcripción va a estar regulada principalmente por 
señales de localización nuclear (SLN) y/o señales de exportación desde el núcleo hacia el 
citoplasma (SEN), así como por la presencia de diversas proteínas que favorecen el transporte de los 
factores entre los diferentes compartimentos (Lei y Silver, 2002). Tanto la SLN como la SEN son 
secuencias específicas de aminoácidos que se encuentran formando parte de los dominios de cada 
uno de los factores. Tbx20 posee una SLN en el dominio N-terminal (Figura II.41). Sin embargo, 
este factor no parece tener secuencias canónicas SEN (Stennard y cols., 2003), por lo que se 
requieren estudios más detallados con el fin de conocer cómo dicho factor puede llegar a localizarse 
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Figura II.41. Representación esquemática del factor de transcripción Tbx20. Las posiciones de los aminoácidos 
son relativas a la proteína Tbx20 murina. En la imagen se representan los tres dominios principales que componen el 
factor: el dominio N-terminal (aminoácidos 1 a 108), incluyendo una secuencia de localización nuclear (SLN), el 
dominio T-box de interacción con el ADN (109 a 287) y el dominio C-terminal (288 a 446) incluyendo el dominio de 
transactivación y el de transrepresión. 
 
4.4. Interacción entre el ADN y Tbx20 
 
Al igual que el resto de proteínas T-box, Tbx20 posee en su estructura un dominio T-box que 
le permite unirse a sitios T/2 en el ADN y regular la expresión de los respectivos genes diana. Sin 
embargo, diversos estudios han demostrado que la afinidad de dicha unión es mucho más débil 
comparado con la de otros factores como Tbx2 o Tbx5 (Stennard y cols., 2003; Stennard y cols., 
2005; Macindoe y cols., 2009). De hecho, este último factor es el que presenta una mayor afinidad 
por la unión a sitios T/2, con una constante de disociación menor y una cinética de interacción 
mucho más rápida que las del resto de factores (Macindoe y cols., 2009). 
Las diferentes afinidades y cinéticas de interacción que estos factores presentan por su unión 
al ADN son dependientes de la estabilidad conformacional que presenta el dominio T-box de cada 
uno de ellos en solución. La estructura secundaria de los dominios T-box de los diferentes factores 
consiste predominantemente en láminas-β. En el caso de Tbx20, Macindoe y colaboradores 
mostraron, mediante un estudio de espectropolarimetría de dicroísmo circular, que la composición 
exacta era de un 34.1% láminas-β, un 6.1% hélices-α y el resto fue asignado como giros-β junto con 
estructuras aleatorias al azar (random coils) (Figura II.42) (Macindoe y cols., 2009). De esta 
manera, dicho grupo demostró que la estructura plegada del dominio T-box de Tbx20 era mucho 
menos estable que aquella presente en Tbx5 y Tbx2, siendo la única cuyo núcleo de aminoácidos de 
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en la que sólo aparecen estructuras secundarias y no terciarias) cuando dicha proteína era expuesta a 
temperaturas de 37ºC (Macindoe y cols., 2009). A pesar de ello, Tbx20 es capaz de unirse al ADN 
ya que los residuos del dominio T-box implicados en la interacción están localizados externamente 
a dicho núcleo hidrofóbico. 
 
Figura II.42. Estructura secundaria del 
dominio T-box del factor Tbx20. Dicho 
dominio está compuesto por un 34.1% láminas-β 
(verde), 6.1% hélices-α (azul) y el resto consiste 
en giros-β junto con estructuras aleatorias al azar 
(rosa). La estructura ha sido obtenida utilizando 
el programa SWISS-MODEL a partir del 










Por otro lado, el modo en el que las diferentes afinidades de los factores afectan a la 
especificidad por su unión al ADN con el consecuente control diferencial de la expresión génica 
dependerá de la concentración de cada factor así como de posibles interacciones con otros factores 
de transcripción de la misma o de diferentes familias. De hecho, la unión de Tbx20 al ADN podría 
ser estabilizada a partir de la formación de complejos multiproteicos entre éste y otros factores de 
transcripción o con proteínas modificadoras de histonas (Macindoe y cols., 2009). 
Además del dominio T-box, Tbx20 va a poseer un dominio activador (transactivador) y otro 
represor (transrepresor) de la transcripción de los diferentes genes a los que regula, ambos 
localizados en la región C-terminal, compuesta por los aminoácidos 288 a 446 (Figura II.41) 
(Stennard y cols., 2003; Plageman y Yutzey, 2005; Sakabe y cols., 2012). Concretamente, ha sido 
demostrado mediante estudios con diferentes proteínas de fusión que el dominio de transactivación 
corresponde con los 130 aminoácidos que siguen a la región T-box, mientras que los 28 
aminoácidos restantes situados hacia el extremo del dominio C-terminal constituyen el dominio 
transrepresor (Stennard y cols., 2003). 
Mediante diferentes análisis bioinformáticos y de transcriptómica en corazones adultos de 
ratón, se han identificado varios genes cuya expresión es activada o reprimida por Tbx20. Así, se ha 
observado que mientras que los genes activados por el factor están fundamentalmente asociados con 
la función y el desarrollo cardiaco, el sistema circulatorio y el metabolismo energético, aquellos 
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genes inhibidos por Tbx20 están más bien implicados en controlar la función neuronal, la respuesta 
inmune, la muerte celular programada (apoptosis) y el desarrollo y proliferación de varios tejidos  
diferentes al tejido muscular liso o al tejido cardiaco (Sakabe y cols., 2012). 
Actualmente no se conocen con exactitud los mecanismos por los cuales Tbx20 es capaz de 
actuar a la vez como activador y como represor en una misma célula. La teoría más aceptada por la 
mayoría de autores sugiere que la interacción entre Tbx20 y otras proteínas que actúan como 
cofactores va a ser la responsable de generar la especificidad transcripcional en dicho factor 
(Stennard y cols., 2003; Plageman y Yutzey, 2005; Kaltenbrun y cols., 2013). Al igual que sucede 
con ciertos factores T-box como Tbx2 o Tbx5, Tbx20 va a unirse a las respectivas secuencias de 
ADN como monómeros (Macindoe y cols., 2009). Esto favorece la heterodimerización de éste con 
otros factores de transcripción de la misma o de diferentes familias, permitiendo así la formación de 
complejos encargados de regular la expresión génica.  
Diversos estudios han demostrado que Tbx20 es capaz de interactuar físicamente con otros 
factores de transcripción cardiacos, tales como Tbx5, Nkx2-5, Gata4, Gata5 e Isl1. En todos los 
casos, la interacción de Tbx20 con estos factores activa la expresión de diversos genes involucrados 
en el proceso de cardiogénesis a través de un mecanismo sinérgico (Stennard y cols., 2003; Brown y 
cols., 2005; Takeuchi y cols., 2005). Stennard y colaboradores determinaron que los dominios de 
cada uno de los factores implicados en la interacción sorprendentemente correspondían con aquellos 
dominios implicados a su vez en la unión específica de los factores a las secuencias consenso de 
ADN, y que eran el homeodominio de Nkx2-5, el motivo dedos de zinc (Z-finger) del extremo C-
terminal de los factores Gata4 y Gata 5 y el correspondiente dominio T-box de Tbx20 (Stennard y 
cols., 2003; Macindoe y cols., 2009). 
En contrapartida, Tbx20 va a asociarse a diferentes proteínas con el fin de reprimir la 
expresión de diversos genes. Uno de los más conocidos y mejor estudiado es el gen TBX2 (Singh y 
cols., 2005; Stennard y Harvey, 2005). El factor Tbx2 es un importante represor de la diferenciación 
de los cardiomiocitos que formarán las futuras cámaras del corazón en desarrollo. Así pues, Tbx20 
se encargará de reprimir la expresión de este factor activando con ello la formación de dichos 
compartimentos. Diversos estudios han sugerido que el papel supresor de Tbx20 sobre Tbx2 
probablemente ocurre a través de un mecanismo que envuelve la participación de la vía de 
señalización Bmp/Smad (Singh y cols., 2009; Mandel y cols., 2010). 
Kaltenbrun y colaboradores demostraron que Tbx20 va a actuar como represor de la 
transcripción gracias a la asociación con co-represores de la familia TLE/Groucho (TLE1 y TLE3), 
proteínas asociadas al remodelamiento de la cromatina (helicasas de ADN tipo 
RUVBL1/RUVBL2), miembros del complejo implicado en el remodelamiento del nucleosoma y 
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deacetilasa (complejo NuRD), incluyendo las proteínas de unión a histonas RBBP4 y RBBP7, la 
proteína asociada a metástasis tipo 1 (MTA1) y la histona deacetilasa tipo 2 (HDAC2) y, por 
último, con otras proteínas como la nucleolina, la nucleofosmina o incluso factores T-box con 
actividad represora como Tbx18 (Figura II.43) (Kaltenbrun y cols., 2013). Este mismo grupo 
demostró que Tbx20 recluta a TLE1 (Transducin-like Enhancer of Split 1) y TLE3 (Transducin-like 
Enhancer of Split 3) a través del motivo de unión eh1 (engrailed homology 1), presente en el 
dominio N-terminal del factor y evolutivamente muy conservado. Esta unión previa entre Tbx20 y 























Figura II.43. Interacción entre Tbx20 y diferentes proteínas que favorecen que dicho factor actúe como represor 
de la transcripción. Algunas de las proteínas se encuentran agrupadas en complejos (círculos o elipses) como son los 
co-represores de la familia TLE/Groucho, las proteínas asociadas al remodelamiento de la cromatina y los miembros del 
complejo NuRD. Además, Tbx20 interacciona con la nucleolina, la nucleofosmina o incluso con otros factores T-box 
con actividad represora como Tbx18. Las lineas discontinuas indican laasociación de Tbx2o con las diferentes proteínas 
y/o complejos. Las líneas grises indican interacción entre las respectivas proteínas atendiendo a la información recogida 
con el programa analítico STRING. Las lineas negras continuas indican interacción entre proteínas según la 
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4.5. Cardiopatías congénitas asociadas a Tbx20 
 
Las cardiopatías congénitas son un grupo de enfermedades de carácter hereditario distinguidas 
por la presencia de alteraciones estructurales del corazón producidas por defectos en la formación 
del mismo durante el periodo embrionario. Constituyen el tipo de anomalía cardiaca de nacimiento 
más prevalente en todo el mundo, apareciendo aproximadamente en el 1% de los recién nacidos 
vivos, con una incidencia prenatal estimada del 10% (Vecoli y cols., 2014).  
Las cardiopatías congénitas han sido clasificadas en más de 20 tipos distintos, incluyendo 
defectos en el septo interauricular e interventricular, cardiomiopatía dilatada (CMD), ductus 
arterioso persistente, foramen oval permeable (FOP), tetralogía de Fallot (cardiopatía congénita 
caracterizada por cuatro malformaciones que dan lugar a la mezcla de sangre arterial con la sangre 
venosa con efectos cianotizantes) o doble salida del ventrículo derecho, entre otros. Las 
complicaciones comúnmente asociadas con este tipo de anomalías comprenden un retraso en el 
desarrollo o daño cerebral, tromboembolismo, hipertensión pulmonar, fallo cardiaco, arritmias e 
incluso muerte súbita. En los últimos 50 años, los grandes avances en el diagnóstico y tratamiento 
de las cardiopatías congénitas han permitido que más del 75% de niños afectados por la enfermedad 
sobrevivan hasta la etapa adulta. Sin embargo, existe un inconveniente, y es que estos avances han 
traído consigo un aumento en la prevalencia de pacientes adultos que viven con una cardiopatía 
congénita y que por tanto tienen un riesgo mayor de sufrir complicaciones y MSC (Ntiloudi y cols., 
2016). 
Las cardiopatías congénitas son de carácter multifactorial, es decir, tanto factores ambientales 
como genéticos están implicados en su patogénesis, a pesar de que estos últimos son considerados 
los principales agentes causantes. De hecho, actualmente existen más de 60 genes relacionados con 
cardiopatías, la mayoría codificando factores de transcripción cardiacos con motivos de unión al 
ADN tipo homeodominios, motivos de dedos de zinc o dominios T-box (Andersen y cols., 2014). 
Dentro de éstos, nos encontramos el factor Tbx20, del cual se ha demostrado su implicación en el 
desarrollo de varios tipos de cardiopatías congénitas (Kirk y cols., 2007; Mittal y cols., 2016; Ghosh 
y cols., 2017; Huang y cols., 2017). 
Originalmente diversos estudios en embriones de ratón mostraron que la aparición de 
mutaciones en homozigosis en el gen Tbx20 daba lugar a la muerte del animal durante la fase media 
de gestación, debido al desarrollo de malformaciones e hipoplasia del tubo cardiaco primitivo. Por 
el contrario, aquellos ratones con mutaciones en heterozigosis en el mismo gen lograban sobrevivir 
pero igualmente desarrollaban cardiopatías como alteraciones en el septo interauricular, CMD, 
hipoplasia del ventrículo derecho y tronco arterioso persistente (Stennard y cols., 2005; Takeuchi y 
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cols., 2005; Boogerd y cols., 2018). De manera adicional, estudios en otros modelos como el pez 
cebra o ranas del género Xenopus también han demostrado que diversas mutaciones de pérdida o de 
ganancia de función en Tbx20 dan lugar al desarrollo de diferentes cardiopatías durante el desarrollo 
(Cai y cols., 2005). 
En el humano, el primer nexo entre mutaciones identificadas en el gen TBX20 y el desarrollo 
de cardiopatía congénita fue establecido en el año 2007 por Kirk y colaboradores. Concretamente, 
dicho grupo reveló la existencia de dos mutaciones de pérdida de función en heterozigosis en el gen 
TBX20 en dos pacientes que presentaron defectos en el septo interauricular, CMD y alteraciones en 
el sistema valvular (Kirk y cols., 2007). A partir de aquí, numerosos estudios han identificado 
diversas mutaciones en heterozigosis en el gen TBX20 asociadas con anomalías en el septo 
interauricular e interventricular, FOP, drenaje venoso pulmonar anómalo total (DVPAT), tetralogía 
de Fallot, anomalías de la válvula mitral, defectos del septo auriculoventricular, pentalogía de Fallot 
(tetralogía de Fallot a la que se le añaden defectos del septo interauricular) y CMD (Liu y cols., 
2008; Qian y cols., 2008; Posch y cols., 2010; Mittal y cols., 2016; Ghosh y cols., 2017; Huang y 
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El síndrome de QT largo (SQTL) es un síndrome arritmogénico primario (SAP) que 
comprende un grupo de trastornos de la repolarización cardiaca caracterizados por una prolongación 
excesiva y heterogénea de la duración del potencial de acción (PA) lo que se manifiesta en el 
electrocardiograma como una prolongación del intervalo QT. Por lo general, presenta un patrón de 
herencia autosómica dominante y sus manifestaciones clínicas ocurren en niños y adultos jóvenes 
con corazones estructuralmente normales. El SQTL se asocia al desarrollo de arritmias ventriculares 
que pueden progresar a una forma de taquicardia ventricular polimórfica (TV) conocida como 
torsade de pointes (TdP) y desencadenar fibrilación ventricular. La aparición de TdP puede 
producir síncopes, si la arritmia es auto-limitada en el tiempo, o dar lugar a convulsiones e incluso 
muerte súbita cardiaca (MSC) cuando degenera en fibrilación ventricular.  
El SQTL se caracteriza por una gran heterogeneidad genética habiéndose identificado hasta 17 
genes diferentes asociados a otros tantos tipos de SQTL. Si bien estos síndromes cursan con el 
mismo fenotipo (prolongación del intervalo QT y aumento en la dispersión de la repolarización 
ventricular que facilitan la aparición de pospotenciales tempranos y de TdP), presentan una 
fisiopatología, curso clínico, pronóstico y tratamiento distintos. Además, entre los portadores de una 
misma mutación la expresividad fenotípica es variable, lo que complica aún más el diagnóstico y 
pronóstico de los afectados. Esta variabilidad puede explicarse tanto por diferencias demográficas 
(el sexo o la edad del individuo), como por la existencia de diferentes factores genéticos 
adicionales.  
La repolarización de los PAs es debida a la salida de K+ a través de distintos tipos de canales 
de K. Sin embargo, durante la fase 2 del PA también se produce la entrada de Na+ y de Ca2+, lo que 
tiende a mantener despolarizado el potencial de membrana durante la meseta del PA. Por tanto, 
electrofisiológicamente hablando la prolongación de la DPA puede ser consecuencia o bien de una 
disminución de las corrientes repolarizantes de K+ o de un aumento de las despolarizantes de Na+ y 
Ca2+. Hasta la fecha, los distintos tipos de SQTL se asocian a mutaciones en los genes que codifican 
las subunidades que forman los canales que generan alguna de las corrientes implicadas o en 
proteínas que los regulan y/o que interaccionan con ellos en la membrana. 
En colaboración con la Unidad de Arritmias del Hospital la Paz y en el contexto del consorcio 
ITACA (Investigación Traslacional de Arritmias Cardiacas hereditArias) se identificó a un varón 
(caso índice) perteneciente a una familia española de origen africano que había sufrido un síncope y 
había sido diagnosticado de SQTL. Cuatro mujeres de la familia habían sufrido MSC, dos de las 
cuales fallecieron siendo muy jóvenes. La variabilidad en la penetrancia y expresividad del SQTL 
en dicha familia hacía suponer que los condicionantes genéticos subyacentes eran muy complejos.  




Por tanto, el OBJETIVO PRINCIPAL de la presente TESIS DOCTORAL es analizar 
funcionalmente la o las mutaciones de las que eran portadores el caso índice y los familiares 
afectados, así como identificar el mecanismo electrofisiológico celular responsable del SQTL de la 
familia. 
 
Los OBJETIVOS ESPECÍFICOS de la presente TESIS DOCTORAL son: 
 
1) Genotipar mediante métodos de secuenciación masiva al caso índice y a los familiares 
afectados para identificar las variantes genéticas de las que son portadores y que pudieran ser 
responsables del SQTL. 
2) Analizar funcionalmente todas las mutaciones identificadas que hipotéticamente se asocien al 
SQTL. Para ello se realizarán experimentos electrofisiológicos registrando mediante la técnica 
del patch-clamp las corrientes iónicas implicadas en la repolarización ventricular humana en 
sistemas heterólogos de transfección, células inmortales de origen auricular murino (células 
HL-1), y cardiomiocitos humanos derivados de células madre pluripotentes inducidas (hiPSC-
CMs). Más aún, se analizará la expresión de las proteínas que forman los canales que generan 
las corrientes iónicas en los cardiomiocitos humanos, se desarrollarán modelos matemáticos 
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1. EVALUACIÓN CLÍNICA DE LOS PACIENTES 
 
El probando y sus familiares fueron evaluados en la Unidad de Arritmias del Hospital 
Universitario La Paz. A todos ellos se les realizó un examen clínico completo que incluía ECG, 
ecocardiograma transtorácico y prueba de esfuerzo. El estudio fue aprobado por el Comité de 
Investigación del Hospital Universitario La Paz y se mantuvo en concordancia con los principios 
descritos en la Declaración de Helsinki. Asimismo, y previo al estudio, cada participante firmó un 
consentimiento informado donde se detallaron los fines de todas las pruebas realizadas y/o muestras 
de sangre extraídas. 
 
1.1. Preparación de las muestras 
 
El ADN genómico fue extraído de las muestras de sangre total utilizando el Kit DNeasy Blood 
& Tissue (Qiagen) siguiendo las indicaciones del fabricante. El ADN fue analizado cualitativa- y 
cuantitativamente mediante un espectrofotómetro NanoDrop 2000 y un fluorómetro Qubit 2.0 
(Thermo Fisher Scientific). Posteriormente la empresa NIMGenetics se encargó de generar librerías 
de ADN siguiendo el protocolo de enriquecimiento HaloPlex HS a partir de 3 µg de ADN genómico 
de cada uno de los sujetos participantes. De manera resumida, dicho protocolo consistió en: a) la 
digestión del ADN de partida con una mezcla determinada de enzimas de restricción, b) la 
hibridación de sondas específicas (HaloPlex) cuyos extremos son complementarios a los extremos de 
la secuencia diana digerida, y c) la formación de ADN circular (Halos) a partir de la inserción de las 
secuencias diana en amplicones. Las sondas utilizadas incluían secuencias específicas biotiniladas y 
etiquetas moleculares (barcodes) para la posterior purificación e identificación, respectivamente, de 
los amplicones generados, d) la purificación específica de los Halos basada en la captura de las 
sondas HaloPlex biotiniladas mediante bolas magnéticas de estreptavidina, e) la reacción de ligación 
de los Halos que los circulariza por completo y que permite eluirlos de las sondas y de las bolas 
magnéticas, y f) la cuantificación de las librerías generadas mediante análisis de microfluidos usando 
el Bioanalizador 2100 (Agilent Technologies) y la amplificación de éstas mediante PCR utilizando 
oligonucleótidos universales (GeneTouch 2; Life Technologies). Todo este procedimiento permitió 
la obtención de librerías que contenían el ADN de cada sujeto del estudio amplificado y etiquetado, 
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1.2. Secuenciación de las muestras 
 
Las librerías de ADN fueron secuenciadas utilizando un panel de secuenciación masiva 
personalizado HaloPlex (216,105 kb) diseñado a partir del programa SureDesign (Agilent 
Technologies) y en el que se incluyeron las regiones codificantes y los extremos transcritos pero no 
traducidos (5´y 3´UTRs) de los 82 genes mostrados en la Tabla IV.1. La secuenciación fue llevada a 
cabo por la empresa NIMGenetics empleando un sistema de secuenciación masiva de última 
generación Ion Torrent PGMTM (Life Technologies). Todas las secuencias leídas fueron alineadas 
frente a la versión del genoma de referencia humano (hg19 GRCh37) empleando el software TMAP-
Ion-Alignment. Además de los genes ya descritos asociados con síndromes arritmogénicos 
hereditarios primarios, se incluyeron otros que también codificaban (i) proteínas constitutivas de 
canales iónicos cardiacos, (ii) proteínas que participan en la formación de canalosomas en la 
membrana de células cardiacas, y (iii) proteínas cuya relación en la modulación de la actividad de 
canales iónicos ha sido demostrada, mediante estudios funcionales, o sugerida, mediante estudios de 
asociación del genoma completo (en inglés GWAS o Genome-Wide Association Study). Se 
excluyeron los genes asociados con cardiomiopatías estructurales hereditarias y los relacionados con 
la aparición de taquicardia ventricular polimórfica catecolaminérgica puesto que no se incluyeron en 
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Tabla IV.1. Listado de los 82 genes incluidos en el panel de secuenciación masiva personalizado HaloPlex. 
 
Número Nombre gen Nombre proteína (Corriente) 
Localización 
cromosómica 
1 ABCC9 SUR2A (IK,ATP) 12p12.1 
2 ACE Enzima convertidora de angiotensina II 17q23.3 
3 ADRB1 Receptor adrenérgico β1 10q24-q26 
4 ADRB2 Receptor adrenérgico β2 5q31-q32 
5 AKAP9 Yotiao (proteína de anclaje) (IKs) 7q21-q22 
6 ANK2 Anquirina  (proteína de anclaje) (INa,K, INCX, INa) 4q25-q27 
7 CACNA1C Cav1.2 (ICa,L) 12p13.3 
8 CACNA1D Cav1.3 3p14.3 
9 CACNA1G Cav3.1 (ICa,T) 17q22 
10 CACNA1H Cav3.2 (ICa,T) 16p13.3 
11 CACNA2D1 Cav2 (ICa,L) 7q21-q22 
12 CACNB2 Cav2 (ICa,L) 10p12 
13 CALM1 Calmoludina 1 14q32.11 
14 CALM2 Calmoludina 2 2p21 
15 CASQ2 Calsequestrina 2 1p13.3-p11 
16 Cav3 Caveolina 3 (proteína de anclaje) (INa) 3p25 
17 CDKN1A Inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 1A (p21, Cip1) 6p21.1 
18 CDKN1C Inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 1C (p57, Kip2) 11p15.5 
19 CHRM2 Receptor muscarínico 2 7q35-q36 
20 DLG1 SAP97 (proteína de anclaje)  3q29 
21 DPP6 Dipeptidil peptidasa-6 (DPP6) (Ito) 7q36.2 
22 FGF13 Factor de crecimiento de fibroblastos tipo 13 Xq26.3 
23 GATA4 GATA4 (factor de transcripción) 8p23.1-p22 
24 GJA1 Conexina 43 6q22-q23 
25 GJA5 Conexina 40 1q21.1 
26 GPC5 Glipicano-5 (proteoglicano heparán sulfato) 13q32 
27 GPD1L Glicerol-3-fosfato dehidrogenasa 1 (INa) 3p22.3 
28 HAND1 Heart and neural crest derivatives expressed 1(factor de transcripción) 5q33 
29 HCN1 HCN1 (If) 5p12 
30 HCN2 HCN2 (If) 19p13 
31 HCN3 HCN3 (If) 1q21.2 
32 HCN4 HCN4 (If) 15q24.1 
33 IRX5 Iroquois homeobox 5 (factor de transcripción) 16q12.2 
34 KCNA4 Kv1.4 (Ito,s) 11p14 
35 KCNA5 Kv1.5 (IKur) 12p13 
36 KCNA7 Kv1.7 (Ito,1) 19q13.3 
37 KCNB1 Kv1 20q13.2 
38 KCNB2 Kv2 8q13.2 
39 KCND2 Kv4.2 (Ito) 7q31 
40 KCND3 Kv4.3 (Ito) 1p13.2 
41 KCNE1 minK (IKs) 
21q22.1-
q22.2 
42 KCNE1L KCNE1-like (KCNE5) (IKs) Xq22.3 
43 KCNE2 MiRP1 (IKr) 21q22.1 
44 KCNE3 MiRP2 (Ito,f) 11q13.4 
45 KCNE4 MiRP3 2q36.1 
46 KCNH2 Kv11.1 (IKr) 7q36.1 
47 KCNIP2 KChiP2 (Ito) 10q24.32 
48 KCNJ11 Kir6.2 (IK,ATP) 11p15.1 
49 KCNJ12 Kir2.2 (IK1) 17p11.1 
50 KCNJ2 Kir2.1 (IK1) 17q24.3 
51 KCNJ3 Kir3.1 (IK,ACh) 2q24.1 
52 KCNJ4 Kir2.3 (IK1) 22q13.1 
53 KCNJ5 Kir3.4 (IK,ACh) 11q24 
54 KCNJ8 Kir6.1 (IK,ATP) 12p12.1 
55 KCNN3 Canales de potasio de baja conductancia activados por calcio tipo 3 (SK3) 1q21.3 
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56 KCNQ1 Kv7.1 (IKs) 11p15.5 
57 KCNV1 Kv2.3 8q23.2 
58 NCS1 Neuronal calcium sensor 1 (FREQ) 9q34.11 
59 NOS1 Óxido nítrico sintasa (neuronal) 12q14-qter 
60 NOS1AP Proteína adaptadora de la óxido nítrico sintasa (CAPON) (IKr) 1q23.3 
61 PITX2 PITX2 (factor de transcripción) 4q25 
62 PLN Fosfolambano 6q22.1 
63 PRKAG2 Subunidad γ-2 de la proteina quinasa dependiente de AMP (AMPK) 7q35-q36 
64 PRKCA Subunidad α de la proteína quinasa C (PKC) 17q22-q24 
65 PRMT3 Histona-arginina N-metiltransferasa tipo 3 11p15.1 
66 PRMT5 Histona-arginina N-metiltransferasa tipo 5 14q11.2 
67 RANGRF MOG1 (RAN guanine nucleotide release factor) 17p13 
68 SCN10A Nav1.8 (INa) 3p22.2 
69 SCN1B Nav1 (INa) 19q13.12 
70 SCN2B Nav2 (INa) 11q22-qter 
71 SCN3B Nav3 (INa) 11q24.1 
72 SCN4B Nav4 (INa) 11q23.3 
73 SCN5A Nav1.5 (INa) 3p21 
74 SCN8A Nav1.6 (INa) 12q13.1 
75 SLMAP Sarcolemma associated protein 3p21.2-p14.3 
76 SNTA1 α1sintrofina (INa) 20q11.2 
77 STRN Estriatina (calmodulin binding protein) 2p22.2 
78 TBX20 Factor transcripción familia T-box 20 (Tbx20) 7p14.3 
79 TBX3 Factor transcripción familia T-box 3 (Tbx3) 12q24.1 
80 TBX5 Factor transcripción familia T-box 5 (Tbx5) 12q24.1 
81 TRPM4 TRPM4 (Corriente generada por cationes monovalentes) 19q13.3 
82 TRDN Triadina 6q22.31 
 
Tabla IV.1 (Continuación). Listado de los 82 genes incluidos en el panel de secuenciación masiva personalizado 
HaloPlex.  
 
1.3. Análisis bioinformático de las variantes 
 
Una vez realizada la secuenciación de todas las muestras, la empresa NIMGenetics se encargó 
de analizar las lecturas obtenidas mediante el sistema integrado Torrent Suite v3.6.2. Posteriormente, 
identificó y anotó todas las variantes encontradas utilizando el algoritmo Variant Caller y el 
programa bioinformático PROVEAN (http://provean.jcvi.org/genome_submit.php), 
respectivamente. Por último, se estimó el efecto funcional de aquellas variaciones clasificadas como 
patogénicas y que aparecían una sola vez en el set de muestras analizadas, utilizando los sistemas de 
predicción SIFT y MutationTaster, ambos incluidos dentro del paquete de análisis bioinformático 
ALAMUT (http://www.interactive-biosoftware.com/). Todos estos resultados fueron trasladados a 
nuestro laboratorio donde procedimos a una segunda valoración de las variantes patogénicas de 
interés atendiendo a diferentes parámetros como la frecuencia alélica (se descartaron todas aquellas 
variantes con una frecuencia en la población mayor al 1%), consultada en las bases de datos de 
polimorfismos de un solo nucleótido (Single Nucleotide Polymorphism ó SNPs) Exome Variant 
Server (evs.gs.washington.edu/EVS/) y 1000 Genomes (http://www.1000genomes.org), la 
predicción de patogenicidad, utilizando predictores tales como el programa SIFT 
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(http://sift.jcvi.org/) o PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), y la predicción de 
variantes localizadas en sitios de splicing, empleando el paquete de análisis ALAMUT, entre otros. 
Para consultar mutaciones patogénicas ya descritas se utilizaron las bases de datos Human Gene 
Mutation (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php) y ExAC Browser (http://exac.broadinstitute.org/). En 
la Tabla IV.2 se recogen aquellas variantes del probando que fueron consideradas relevantes. 
 
 
Tabla IV.2. Variantes genéticas relevantes identificadas en el probando. MAF (Minor Allele Frequency) = 
frecuencia del alelo menos común en cada uno de los locus genéticos. Los valores de dicha frecuencia, junto con las 
diferentes frecuencias alélicas en la población Africana y el código de referencia de cada SNP fueron obtenidos a partir 
de la base de datos ExAC Browser (http://exac.broadinstitute.org/). La referencia NM de cada transcrito fue obtenida 
partir de la base de datos RefSeq (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/). 
 
1.4. Secuenciación mediante el método de Sanger 
 
Las variantes identificadas en los genes KCNH2, TBX20 y KCNN3 fueron confirmadas 
mediante secuenciación por el método de Sanger (Núñez y cols., 2013; Dolz-Gaitón y cols., 2013; 
Nieto-Marín y cols., 2019). Para ello, se procedimos a la purificación del ADN genómico del 
probando y sus familiares a partir de las muestras de sangre total empleando el Kit descrito en el 
apartado 1.1, así como la respectiva amplificación por PCR de aquellas regiones incluyendo las 
mutaciones de cada uno de los genes. Los oligonucleótidos cebadores utilizados en cada caso se 
describen en la Tabla IV.3. Los productos amplificados fueron posteriormente purificados 
utilizando el sistema Illustra ExoProStar 1-Step (GE Healthcare Life Sciences) y sometidos a 
secuenciación directa empleando el secuenciador Applied Biosystems ABI Prism 3730 DNA 
(Secugen). Los resultados fueron comparados con la secuencia de referencia del genoma humano 





























ACE Heterocigoto A G rs12709426 0.0050 0.0550 D592G NM_000789.3 Neutro Tolerada 
ACE Heterocigoto T C rs4317 0.0180 0.2010 S32P NM_152830.2 Neutro Tolerada 
ACE Heterocigoto A G rs4318 0.0190 0.2064 S49G NM_152830.2 Neutro Tolerada 
ANK2 Heterocigoto C T rs3733617 0.0900 0.3614 P2835S NM_001148.4 Neutro Tolerada 
ANK2 Heterocigoto C G rs45570339 0.0008 0.0089 L3621V NM_001148.4 Neutro Tolerada 
CACNB2 Heterocigoto G C rs149167651 0.0001 0.0012 V158L NM_201590.2 Neutro Tolerada 
KCNB2 Heterocigoto A G rs16938507 0.0041 0.0470 E657G NM_004770.2 Neutro Tolerada 
KCND2 Heterocigoto C T rs6975107 0.0097 0.1268 
Mutación 
intrónica 
NM_012281.2 Neutro Patogénica 
KCNH2 Heterocigoto T TG  0.0002 0.0011 T152HfsX180 NM_000238.3 Desconocida Desconocida 
KCNH2 Heterocigoto T C rs151031345 0.00004 0.0003 Q1068R NM_000238.3 Deletérea Patogénica 
KCNN3 Heterocigoto A G rs76040784 0.0120 0.1485 
5'UTR (-66 
pb antes del 
codón ATG) 
NM_002249.5 Neutro Patogénica 
TBX20 Heterocigoto G A rs199774220 0.0002 0.0001 R311C NM_001077653.2 Deletérea Patogénica 
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Tabla IV.3. Genes amplificados por PCR y oligonucleótidos cebadores utilizados. En la tabla se detallan las 
diferentes mutaciones encontradas en cada gen, así como los oligonucleótidos cebadores directos (forward) y reversos 
(reverse) utilizados para la amplificación de las regiones incluyendo cada una de las mutaciones. La referencia de cada 
transcrito NM se obtuvo a partir de la base de datos RefSeq (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/). 
 
2. TÉCNICA DE FIJACIÓN DE VOLTAJE EN PARCHE DE MEMBRANA (PATCH-
CLAMP) 
 
La técnica de fijación de voltaje comenzó a utilizarse en los años 80 para el registro de 
corrientes iónicas en células aisladas y permite controlar el potencial de parte o de toda la membrana 
de la célula (Em) y registrar la corriente generada a través de los canales iónicos localizados en la 
membrana al modificar el potencial de la membrana aplicando, p. ej.  pulsos hiper o despolarizantes 
o bien cambios progresivos en el potencial (rampas) (Hamill y cols., 1981). Esta técnica se basa en la 
formación de un sello de alta resistencia (un “gigasello” de ≈ 2 GΩ) entre la luz de una micropipeta 
de vidrio y la membrana de una célula (Figura IV.1). La micropipeta se llena con una solución 
iónica (“solución interna”) cuya composición varía en función de la corriente objeto de estudio. A 
través de la micropipeta, se inyecta la corriente necesaria para fijar el Em al valor deseado y, al 
mismo tiempo, se registra la corriente generada tras la aplicación de pulsos hiper o despolarizantes 
(Hamill y cols., 1981). La técnica de fijación de voltaje presenta diferentes configuraciones (Figura 
IV.2): 
a) Configuración de parche sobre célula entera, cell-attached u on-cell patch. 
b) Configuración de célula entera o whole-cell patch. 
c) Configuración de parche interior-fuera o inside-out patch. 
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Figura IV.1. Formación de un sello de alta resistencia. Se 
muestran una micropipeta de vidrio y una célula CHO en el 








Una vez que se ha puesto en contacto la micropipeta con la superficie de la membrana celular, 
se aplica una ligera succión, con lo que la porción de la membrana incluida en la luz de la 
micropipeta se invagina y se forma el sello de alta resistencia. Ésta es la configuración de “parche de 
membrana sobre célula entera” (cell-attached u on-cell patch) que permite el registro de la corriente 
iónica unitaria o microscópica (i), generada por la activación de un único canal (single channel) 
presente en el parche de membrana. Esta configuración presenta la ventaja de ser la más fisiológica 
de las cuatro mencionadas porque no modifica el medio intracelular y es la más adecuada para 
estudios que requieran la participación de todos los sistemas celulares moduladores del canal iónico. 
Su principal desventaja es que no permite determinar el potencial de reposo (un indicador de la 
situación fisiológica de la célula) ya que los valores a los que se fija son relativos al Em de la célula. 
Este problema se minimiza perfundiendo las células con una solución externa despolarizante que 





































































Figura IV.2. Configuraciones de la técnica de patch-clamp. Diagrama que ilustra la metodología para conseguir las 
diferentes configuraciones de los sellos mediante la técnica de patch-clamp.  
 
A partir de la configuración de parche de membrana sobre célula entera, y aplicando una ligera 
succión adicional, se puede romper la porción de membrana invaginada en la luz de la micropipeta y 
conseguir la configuración de “célula entera” (whole-cell patch). Tras la ruptura del parche de 
membrana, la solución que rellena la micropipeta (solución interna) entra en contacto con el medio 
intracelular y, al ser mucho mayor su volumen en comparación con el de éste, se produce un 
recambio casi inmediato, es decir, se produce una diálisis intracelular. En estas condiciones es 
posible fijar el Em al valor deseado y, tras la aplicación de los protocolos experimentales adecuados, 
registrar la corriente iónica resultante de la actividad de todos los canales presentes en la membrana 
celular o corriente macroscópica (I). Esta configuración permite controlar y modificar a voluntad el 
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de los canales iónicos. Para minimizar este problema, la solución interna de la micropipeta se 
complementa con ATP y otros mediadores (p. ej. fosfocreatina, PIP2, etc). Otra posibilidad para 
minimizar la dilución de los mediadores celulares es utilizar la configuración de “parche de 
membrana perforado”. Para ello, se añade a la solución interna un antibiótico antifúngico (nistatina o 
anfotericina B) que, una vez que se ha formado el sello de alta resistencia, va formando pequeños 
poros en la membrana de la célula, permitiendo así el paso de iones monovalentes. De esta forma, la 
resistencia de acceso va disminuyendo paulatinamente, mientras que la amplitud de la corriente 
registrada va aumentando, hasta que ambos parámetros alcanzan valores estables al cabo de ≈30 
minutos, momento en el que se empieza a registrar la corriente iónica objeto de estudio. 
Partiendo de la configuración de parche de membrana sobre célula entera, y elevando la célula 
del fondo del baño, se puede separar del resto de la célula el parche de membrana incluido en la luz 
de la micropipeta, quedando así la cara citosólica de la membrana expuesto al medio externo y la 
extracelular en contacto con la solución interna de la micropipeta. Ésta es la configuración de 
“parche de membrana interior-fuera” (inside-out patch). 
Por último, también existe la configuración de “parche de membrana exterior-fuera” (outside-
out patch), la cual se obtiene a partir de la configuración de célula entera (whole-cell). En esta 
configuración, la cara extracelular de la membrana es la que queda en contacto con la solución 
externa. Estas dos últimas configuraciones son las también llamadas “de parche escindido” y 
permiten el registro de corrientes unitarias y macroscópicas en macroparches. Ambas son adecuadas 
para el estudio del mecanismo de acción de fármacos o mediadores que actúen selectivamente sobre 
las superficies extra o intracelular de la membrana. Sin embargo, presentan el inconveniente de que 
desligan los canales iónicos del contenido citosólico que modula su actividad. 
 
Todas las corrientes iónicas descritas en la presente Tesis Doctoral, fueron registradas 
utilizando la configuración de célula entera (whole-cell) de la técnica de patch-clamp. 
 
3.  OBTENCIÓN DE VECTORES Y MUTAGÉNESIS DIRIGIDA 
 
El vector de expresión con el ADNc del canal hERG humano fue proporcionado por la Dra. 
Connie Bezzina, de la Universidad de Amsterdam (Holanda). El ADN fue amplificado por PCR e 
incorporado al vector pGFPIRS para su expresión en líneas celulares de mamífero (Bezzina y cols., 
2003).  
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Los vectores de expresión (pCMV6-AC-GFP) con el ADNc del canal SK3 humano, con el 
ADNc del factor de transcripción humano Tbx20 y con el ADNc de la proteína SP1, fueron 
adquiridos en la empresa OriGene (EEUU) para su expresión en líneas celulares de mamífero.  
Los vectores de expresión lentivirales (pLenti-C-mGFP) con el ADNc del factor de 
transcripción humano Tbx20 (NM_001077653) y con los shRNAS específicos para el silenciamiento 
de Tbx20 de ratón (NM_194263) fueron adquiridos también en la empresa OriGene (EEUU). Estos 
vectores fueron posteriormente empaquetados en el interior de partículas lentivirales por la Unidad 
de Vectores Virales del CNIC (Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares). 
Las mutaciones en los genes TBX20 (c.931C>T) y KCNH2 (c.453dupC) fueron introducidas en 
los respectivos plásmidos empleando el kit QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis 
(Stratagene, La Jolla, CA, EEUU) y posteriormente fueron confirmadas mediante secuenciación por 
el método de Sanger (Secugen) (Dolz-Gaitón y cols., 2013; Matamoros y cols., 2016; Pérez-
Hernández y cols., 2018; Nieto-Marín y cols., 2019). 
Los vectores con el gen reportero de la luciferasa (pLightSwitch_Prom) precedido por los 
promotores mínimos de los genes humanos KCNN3, tanto su forma WT como mutante (c.-66A>G), 
KCNH2, KCNQ1, KCNE1, SCN5A, SCN2B y CACNA1C fueron adquiridos en la empresa Active 
Motif (EEUU). 
 
4. REGISTRO DE LA IhERG E ISK3 EN SISTEMAS DE EXPRESIÓN HETERÓLOGOS 
 
Los experimentos presentados en este apartado han sido realizados utilizando como sistema de 
expresión heterólogo células de ovario de hámster chino (CHO) las cuales representan un buen 
modelo para el estudio de canales de K+, ya que per se no generan ninguna corriente de este tipo (Yu 
y Kerchner., 1998). 
 
4.1. Cultivo y transfección de los canales hERG y SK3 en células CHO 
 
Para el cultivo de las células CHO se emplearon placas de 60 mm de diámetro con medio 
Ham-F12 suplementado con suero fetal bovino al 10% y una mezcla de antibióticos (100 U/mL de 
penicilina y 100 µg/mL de estreptomicina) (Gómez y cols., 2014; Matamoros y cols., 2016; Pérez-
Hernández y cols., 2016; Utrilla y cols., 2017; Pérez-Hernández y cols., 2018; Nieto-Marin y cols., 
2019). Todas las líneas celulares se mantenían a 37˚C en una atmósfera de CO2 al 5% y se pasaban 
cada 4-5 días mediante un breve tratamiento con tripsina (0.5 mg/mL) (Gómez y cols., 2014; 
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Matamoros y cols., 2016; Pérez-Hernández y cols., 2016; Utrilla y cols., 2017; Pérez-Hernández y 
cols., 2018; Nieto-Marin y cols., 2019). 
Para el estudio electrofisiológico, las células CHO se transfectaron de forma transitoria con el 
ADNc que codifica canales hERG (WT y p.T152HfsX180) (0.5 µg o 1µg) o canales SK3 (1.6 µg), 
junto con el ADNc que codifica el antígeno CD8 de linfocitos humanos incluido en el vector de 
expresión EBOpcD Leu-2 (0.5 µg). Los experimentos de coexpresión (hERG WT + hERG 
p.T152HfsX180) se llevaron a cabo usando una relación de 0.5:0.5. La transfección se realizó 
empleando FuGENE X-tremeGENE (XtremeGENE HP) (Roche Diagnostics, Barcelona, España) el 
cual fue incubado junto el vector o vectores de expresión que codifican los canales y el antígeno 
CD8, todo ello en presencia de medio de cultivo Ham-F12 sin suero y sin antibióticos (Gómez y 
cols., 2014; Matamoros y cols., 2016; Pérez-Hernández y cols., 2016; Utrilla y cols., 2017; Pérez-
Hernández y cols., 2018; Nieto-Marin y cols., 2019). La mayor eficiencia de transfección se obtuvo 
utilizando una relación de 3 volúmenes de X-tremeGENE (en µL) por cada volumen de ADNc (en 
µg). El reactivo X-tremeGENE está compuesto por una mezcla de componentes catiónicos no 
liposómicos que propicia que el ADNc se incorpore a las células permitiendo así la expresión en la 
membrana de los canales objeto de estudio. Tras incubar la mezcla durante 30 minutos, ésta se 
añadía a las células CHO mantenidas en medio Ham-F12 con suero y con antibióticos. Transcurridas 
48 horas, tiempo durante el cual se producía la transcripción del ADNc y la expresión de los canales 
en la membrana, las células se desprendían de la base de la placa con rascadores de goma, 
procedimiento mediante el cual la mayoría de las células permanecen intactas. Tras dejar reposar la 
suspensión celular durante 1 hora a temperatura ambiente, se daba comienzo a los experimentos 
electrofisiológicos durante las 12 horas siguientes (Gómez y cols., 2014; Matamoros y cols., 2016; 
Pérez-Hernández y cols., 2016; Utrilla y cols., 2017; Pérez-Hernández y cols., 2018; Nieto-Marin y 
cols., 2019). 
Para seleccionar las células que habían incorporado los vectores, éstas se incubaron con una 
solución de microesferas de poliestireno unidas a anticuerpos anti-CD8 (DynaBeads M-450; Dynal, 
Oslo, Noruega). Estos anticuerpos solo se unirán a aquellas células que presentan en su membrana el 
antígeno CD8 y que, en la mayoría de los casos, presentarán también el canal objeto de estudio 
(Gómez y cols., 2014; Matamoros y cols., 2016; Pérez-Hernández y cols., 2016; Utrilla y cols., 
2017; Pérez-Hernández y cols., 2018; Nieto-Marin y cols., 2019). De este modo, para los 
experimentos electrofisiológicos, las células transfectadas se identificaron por observación 
microscópica por la presencia en la membrana de las microesferas de poliestireno (Figura IV.3). 








4.2. Técnicas de registro en sistemas de expresión heterólogos 
 
Para el registro de IhERG e ISK3 en células CHO se colocaba una alícuota de la suspensión de las 
células transfectadas en una cámara de 0.5 mL montada sobre la platina de un microscopio invertido 
(Nikon TS100; Nikon Co., Tokio, Japón). Tras asentarse en el fondo de la cámara, las células fueron 
perfundidas con solución externa (ver composición más adelante) a una velocidad de flujo de ≈ 1 
mL/minuto. Las corrientes se registraron a temperatura ambiente. Para la obtención de los registros 
se utilizó un amplificador Axopatch 200B (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EEUU). La 
generación de protocolos, la adquisición de datos y el análisis de los mismos fueron llevados a cabo 
mediante el uso del software pCLAMP 9.0 y de sus aplicaciones CLAMPEX y CLAMPFIT 
(Molecular Devices). Las micropipetas empleadas en los registros fueron obtenidas a partir de 
capilares de borosilicato de 1.0 y 0.5 mm de diámetro exterior e interior, respectivamente (GD1; 
Narishige Co. Ltd, Tokio, Japón), utilizando un estirador horizontal de micropipetas programable (P-
2000; Sutter Instruments Co., Novato, CA, EEUU). Posteriormente, las puntas de las micropipetas 
fueron pulidas en una microforja (MF-83; Narishige) hasta alcanzar el diámetro deseado. Para 
asegurar la calidad de la fijación del voltaje, la resistencia de las micropipetas utilizadas, una vez que 
se rellenaban con la solución interna y se sumergían en la solución externa, era inferior a 3.5 MΩ 
para el registro tanto de IhERG como de ISK3. Los artefactos de corriente capacitativa generados al 
aplicar pulsos simétricos de 10 mV fueron registrados a 50 kHz, filtrados a 10 kHz y posteriormente 
utilizados para el cálculo de la capacitancia, la resistencia de acceso y la impedancia de entrada a la 
célula. Posteriormente se optimizaron la capacitancia y las resistencias en serie; en la mayor parte de 
los casos se obtuvo una compensación en torno al 80%. La resistencia de acceso no compensada y la 
capacitancia celular fueron de 1.5 ± 0.6 MΩ y 12.2 ± 1.0 pF (n = 55 células), respectivamente. En 
nuestras condiciones experimentales, los errores de voltaje debido a las resistencias en serie fueron 
mínimos (<5 mV). Además, la baja capacitancia permitió un rápido control en la fijación de voltaje. 
Figura IV.3. Identificación de las células CHO que expresan el 
antígeno CD8 en su membrana. Células CHO transfectadas con el 
plásmido EBO-pcD leu2 identificadas mediante anticuerpos anti-CD8 
unidos a microesferas de poliestireno (DynaBeads M-450). 
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4.3. Registro de la IhERG e ISK3: Soluciones y protocolos experimentales 
 
Para el registro de la corriente macroscópica generada por los canales hERG (IhERG) así como 
la generada por los canales SK3 (ISK3), las células CHO fueron perfundidas con una solución externa 
que contenía (en mM): NaCl 136, KCl 4, CaCl2 1.8, MgCl2 1, HEPES 10, y glucosa 10 (ajustada a 
pH 7.4 con NaOH). Las micropipetas utilizadas para el registro se rellenaron con una solución 
interna cuya composición era (en mM): K-aspartato 80, KCl 42, KH2PO4 10, Mg-ATP 5, 
fosfocreatina 3, HEPES 5, y EGTA 5 (ajustada a pH 7.2 con KOH) para el registro de IhERG o KCl 
130, MgCl2 1.08, HEPES 10, EGTA 10, y CaCl2 8.751, alcanzando una concentración libre de calcio 
(Ca2+ no quelado) de 1 µM (ajustada a pH 7.2 con KOH) para el registro de ISK3 (Nagy y cols., 2009; 
Tuteja y cols., 2010; Adelman y cols., 2012). 
El protocolo para el registro de la IhERG consistía en la aplicación de pulsos de 5 s en 
incrementos de 10 mV entre -80 mV y +60 mV desde un potencial de fijación de -80 mV (Caballero 
y cols., 2003; Amorós y cols., 2011; Pérez-Hernández y cols., 2016). Las corrientes de cierre fueron 
obtenidas al repolarizar la membrana a -60 mV durante otros 5 s. Entre -80 y -40 mV sólo se observó 
corriente lineal inespecífica (“leak”). La corrección de la misma se realizó utilizando un método de 
mínimos cuadrados con un programa de análisis propio de nuestro laboratorio (Delpón y cols., 
1999). Para la construcción de las relaciones densidad de corriente-voltaje (I-V) se representaba la 
densidad de la corriente (pA/pF) en función del potencial del pulso aplicado. La densidad de la 
corriente se obtenía para cada experimento normalizando la amplitud de la corriente (pA) medida al 
final de cada pulso en función de la capacitancia de la membrana celular (pF) de cada célula. 
Para analizar la dependencia de voltaje de la activación, se representaba la densidad de las 
corrientes de cierre frente al potencial de membrana del pulso previo. La amplitud de las corrientes 
de cierre se medía como la diferencia entre el pico y la corriente el final del pulso. El ajuste de una 
función de Boltzmann a los valores experimentales permitía obtener las curvas de activación y 
calcular el punto medio (Vhact) y la pendiente (kact). 
El análisis de las cinéticas de activación y deactivación se realizó a partir del ajuste de una 
función monoexponencial a los trazos de corriente máxima generada a 0 mV y del ajuste de una 
función biexponencial a los trazos de las corrientes de cierre generados tras aplicar pulsos a +60 mV, 
respectivamente, obteniéndose así las correspondientes constantes de tiempo. 
El registro de la ISK3 consistió en la aplicación de un protocolo de pulsos con la morfología de 
un PA ventricular endocárdico humano (Nagy y cols., 2009; Tuteja y cols., 2010; Adelman y cols., 
2012) y un protocolo consistente en una rampa de 500 ms de duración desde -100 mV hasta +50 mV 
(potencial de fijación -80 mV).  
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5. REGISTRO DE IKr, IKs, INa, ICa,L (IBa), E If  EN CÉLULAS HL-1 
 
Las células HL-1 derivan de un linaje tumoral de cardiomiocitos auriculares de ratón (AT-1) 
que a, diferencia de éstos, tienen la capacidad de mantenerse en cultivo de manera indefinida y 
recuperarse tras el proceso de congelación/descongelación, todo ello manteniendo el fenotipo 
cardiaco adulto y la actividad contráctil (Claycomb y cols., 1998). Debido a estas propiedades, en 
este apartado utilizaremos dichas células como modelo para el estudio electrofisiológico de 
corrientes iónicas cardiacas de interés. 
 
5.1. Cultivo y transfección de las células HL-1 
 
Las células HL-1 fueron cultivadas en placas de 60 mm de diámetro cubiertas con una solución 
de gelatina/fibronectina al 0.1% y medio Claycomb suplementado con suero fetal bovino al 10%, 
una mezcla de antibióticos (100 U/mL de penicilina y 100 µg/mL de estreptomicina), L-glutamina 4 
mM y noradrenalina 100 µM (diluida en ácido ascórbico). Las células fueron incubadas a 37ºC en 
una atmósfera de CO2 al 5% y una humedad relativa del 95% (Barana y cols., 2014; Pérez-
Hernández y cols., 2016).  
Para el estudio electrofisiológico, las células HL-1 se transfectaron de forma transitoria con el 
ADNc que codifica canales hERG WT ó p.T152HfsX180 (0.5 o 0.1 µg) o Tbx20 (WT o p.R311C) 
(2 µg cada uno) empleando lipofectamina (LipofectAMINE 2000, Invitrogen, USA) (Barana y cols., 
2014; Pérez-Hernández y cols., 2016). Este método de transfección consiste en la incubación de una 
mezcla de lipofectamina junto con el vector de expresión que incluye el ADNc que codifica el canal 
o factor de transcripción en presencia de medio Opti-MEM sin suero. Tanto la cantidad de reactivo 
como la de medio son calculadas en función del tamaño de la placa de cultivo. La lipofectamina está 
compuesta por una mezcla de lípidos que propicia que el ADNc se incorpore a las células. Tras 
añadir la mezcla a las células, éstas se incubaban de 4 a 6 horas a 37ºC y posteriormente se cambiaba 
el medio a Claycomb suplementado. Transcurridas 48 horas, las células eran sometidas a un 
tratamiento con tripsina al 1% (a 37ºC durante 5 minutos) con el fin de desprender las células de las 
placas y, tras centrifugar y resuspender éstas en medio nuevo, se procedía a realizar los experimentos 
electrofisiológicos durante las 12 horas siguientes. Todos los vectores de expresión utilizados 
codificaban, además de nuestras proteínas de interés, proteína verde fluorescente (Green Fluorescent 
Protein, GFP), por lo que la selección de aquellas células que habían sido transfectadas se realizó 
mediante la visualización de la fluorescencia emitida por dicha proteína utilizando un microscopio 
de fluorescencia (Nikon Eclipse TE2000S, Nikon). 
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5.2. Silenciamiento de Tbx20 en células HL-1 
 
El ARN de interferencia (ARNi) es un mecanismo biológico conservado en la evolución que 
inhibe específicamente la expresión de genes a nivel post-transcripcional, en respuesta a la presencia 
de secuencias de ARN de doble hebra conocidas como dsRNAs (double stranded RNA). 
EL ARNi fue caracterizado por primera vez en 1998, cuando Fire y cols, demostraron que la 
introducción de dsRNA en el nematodo Caenorhabditis elegans indujo la degradación del ARN 
mensajero (ARNm) que presentaba una secuencia complementaria a una de las hebras de dicho 
dsRNA, resultando en el silenciamiento del gen correspondiente (Fire y cols., 1998). Estudios 
posteriores demostraron que este fenómeno de silenciamiento tenía como primer paso la entrada del 
dsRNA en el interior de la célula y su posterior escisión a siRNAs (small interfering RNAs), que son 
ARNs pequeños de doble cadena de 22-25 nucleótidos de longitud encargados de silenciar la 
expresión génica (Hamilton y cols., 1999; Zamore y cols., 2000). Dos años más tarde, y usando la 
información acerca del ARNi en mamíferos, se desarrollaron dos métodos principales para el 
silenciamiento de genes: por un lado, se usaron siRNAs sintéticos de unos 20-21 nucleótidos que se 
introducían directamente a la célula mediante la transfección con agentes lipídicos (Elbashir y cols., 
2002) y, por otro, shRNAs (short hairpin RNAs), que son siRNAs provenientes de la escisión de una 
sola hebra de ARN con estructura de horquilla (Yu y cols., 2002). Los shRNAs son transcritos a 
partir de ADNc que se introduce a la célula mediante infección con partículas virales las cuales 
contienen dicho ADN insertado en un vector de expresión de tipo plasmídico.  
Dado que la eficiencia de la transfección en las células HL-1 no suele ser muy elevada, se 
decidió proceder al silenciamiento de Tbx20 mediante la infección con partículas lentivirales 
portando dos vectores que expresaban shRNAs específicos para Tbx20 de ratón (Tabla IV.4). Ha 
sido ampliamente demostrado que la utilización de vectores adenovirales y/o lentivirales permite 
obtener una eficiencia en la infección cercana al 90% (Kirshenbaum y cols., 1993; Marian y cols., 
1995; Djurovic y cols., 2004; Louch y cols., 2011; Lang y cols., 2015). Como control negativo de 
silenciamiento se utilizó un lentivirus portando un vector de expresión de un shRNA que no 
presentaba una secuencia complementaria a ningún ARNm endógeno celular (scrambled). Todos los 
vectores codificaban además GFP como control de la infección.  
Al realizar experimentos previos de western blot, demostramos que Tbx20 se silenció en una 
proporción mayor al 70% a las 48 horas de la infección. Por tanto, los experimentos 








Tabla IV.4. Secuencia de ADN de los shRNAs específicos utilizados en el silenciamiento de Tbx20 en células HL-1. 
 
Para las células HL-1, la multiplicidad de infección (MOI) utilizada fue de 15 y 80 para los 
shRNAs de Tbx20 (A y B) y scrambled, respectivamente. Se utilizó el mismo stock lentiviral en 
todos los experimentos para eliminar variables que afectaran a los resultados. Las células infectadas 
con las construcciones virales se identificaron mediante la visualización de la fluorescencia emitida 
por GFP utilizando un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse TE2000S, Nikon). 
 
5.3. Técnicas de registro en células HL-1 
 
El registro de las corrientes nativas en células HL-1 se realizó de manera similar a como se ha 
descrito en el apartado 4.2 para el registro de corrientes en sistemas de expresión heterólogos. Todos 
los experimentos se realizaron a temperatura ambiente. Las micropipetas empleadas presentaban una 
resistencia inferior a 3.5 MΩ. El cálculo de la capacitancia, la resistencia de acceso y la impedancia 
de entrada a la célula se realizó como se ha descrito para los sistemas de expresión heterólogos. En 
las células HL-1 los valores de la resistencia de acceso y de capacitancia celular fueron 1.7 ± 0.8 MΩ 
y 62.1 ± 8.1 pF (n = 75 células), respectivamente. En nuestras condiciones experimentales los 
errores de voltaje debido a las resistencias en serie fueron mínimos (<5 mV). 
 
5.4. Registro de IKr, IKs, INa, ICa,L (IBa), e If en células HL-1: Soluciones y protocolos 
experimentales 
 
Para el registro de la IKr e IKs en células HL-1 la solución externa contenía (en mM): NaCl 140, 
KCl 4, CaCl2 1, MgCl2 1, HEPES 10, glucosa 10, y 4-AP 2 (ajustada a pH 7.4 con NaOH) (Barana y 
cols., 2014., Pérez-Hernández y cols., 2016). A dicha solución se le añadía nifedipino (1 µM) y 
atropina (0.1 µM) para inhibir la ICa,L e IK,ACh, respectivamente. Las micropipetas utilizadas para el 
registro se rellenaron con una solución interna cuya composición era (en mM): K-aspartato 80, KCl 
42, KH2PO4 10, Mg-ATP 5, fosfocreatina 3, HEPES 5 y EGTA 5 (ajustada a pH 7.2 con KOH). En 
algunos experimentos, y para confirmar que la corriente registrada era IKr, se perfundían las células 
con solución externa a la que se añadía dofetilida (1 µM) como inhibidor selectivo de dicha corriente 
Proteína shRNA Secuencia sentido (5’- 3’)
Tbx20
shRNA A TBX20 GCCAATGCCTTCTCCATCGCCGCGCTTAT
shRNA B TBX20 GGAGTGGATCCTGAGTCCAAGTATATAGT
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(Tamargo y cols., 2004). Mientras que la IKs se definió como corriente resistente a dofetilida, la IKr 
fue descrita como la corriente sensible a dicho fármaco y su amplitud a los diferentes voltajes 
estudiados se calculó como la diferencia entre la corriente total, registrada con la solución externa 
carente de dofetilida, y la corriente registrada en presencia de ésta.  
Para el registro de la INa en células HL-1 la solución externa contenía (en mM): NaCl 100, 
CsCl 50, MgCl2 1.5, CaCl2 1, HEPES 5, y glucosa 5 (ajustada a pH 7.35 con CsOH) (Matamoros y 
cols., 2016). A dicha solución se le añadía nifedipino (1 µM) para inhibir la ICa,L. Las micropipetas 
utilizadas para el registro se rellenaron con una solución interna cuya composición era (mM): NaF 
10, CsF 110, CsCl 20, HEPES 10, y EGTA 10 (ajustada a pH 7.35 con CsOH). Con el fin de 
minimizar los cambios en las propiedades tiempo y voltaje dependientes de la corriente INa, los 
registros se realizaron 20 minutos después de establecer la configuración de célula entera. En estas 
condiciones, la amplitud de la corriente y la dependencia de voltaje de la activación e inactivación se 
mantenían estables durante el transcurso del experimento. 
  Para registrar la ICa,L en células HL-1, el Ba
2+ fue utilizado como portador de cargas (IBa) 
(Barana y cols., 2014; Pérez-Hernández y cols., 2016) lo que ralentiza la inactivación de la corriente 
y aumenta su tamaño y su estabilidad en el tiempo. En estos experimentos, la solución externa 
contenía (en mM): N-metil-D-glucamina 137, CsCl 12, BaCl2 20, MgCl2 1, HEPES 10, y glucosa 10 
(ajustada a pH 7.4 con HCl). Las micropipetas utilizadas para el registro se rellenaron con una 
solución interna que contenía (en mM): CsCl 125, cloruro de tetraetilamonio (TEA·Cl) 20, MgATP 
5, fosfocreatina 3.6, HEPES 10, y EGTA 10 (ajustada a pH 7.2 con CsOH). 
Para registrar la If en células HL-1 la solución externa contenía (en mM): NaCl 120, KCl 20, 
CaCl2 1, MgCl2 1, HEPES 10, 4-AP 2, y glucosa 10 (ajustada a pH 7.4 con NaOH). A dicha solución 
se le añadía nifedipino (1 µM), atropina (1 µM) y glibenclamida (10 µM) para inhibir la ICa,L, IK,ACh e 
IK,ATP, respectivamente. Además dicha solución fue suplementada con BaCl2 (100 µM) para inhibir 
la IK1. Las micropipetas utilizadas para el registro fueron rellenadas con una solución interna que 
contenía (en mM): K-aspartato 80, KCl 42, KH2PO4 10, Mg-ATP 5, fosfocreatina 3, HEPES 5, y 
EGTA 5 (ajustada a pH 7.2 con KOH). 
 
El protocolo para registrar la IKr y la corriente resistente a dofetilida (IKs) consistió en la 
aplicación de pulsos de 5 s en incrementos de 10 mV entre -80 mV y +60 mV. El potencial de 
fijación en ambos casos se mantuvo a -80 mV. Las corrientes de cierre fueron obtenidas al 
repolarizar la membrana a -60 mV para IKr y a -30 mV para IKs, durante otros 5 s (Pérez-Hernández y 
cols., 2016). En todos los experimentos, la amplitud de la corriente (pA) se normalizó a la 
capacitancia de la membrana celular (pF) para obtener la densidad de corriente (pA/pF). Las 
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relaciones densidad de corriente-voltaje se obtuvieron, en ambos casos, representando la densidad de 
la corriente medida al final de cada pulso en función del potencial de membrana del pulso aplicado. 
Para analizar la dependencia de voltaje de la activación de los canales hERG, se representaba la 
densidad de las corrientes de cierre, medida como la diferencia entre el pico de corriente y el final 
del pulso, frente al potencial de membrana del pulso previo. En el caso de la IKs, dicha dependencia 
se estudió construyendo las curvas conductancia-voltaje en las que se representaba el valor de la 
conductancia normalizado en función del potencial de membrana. La conductancia (G) fue calculada 
mediante la ecuación: 
 
                                  G = IKs/(Em – EK)                             (IV.1) 
 
donde G es la conductancia a un potencial de membrana (Em) dado, IKs representa la amplitud de la 
corriente a dicho Em y EK es el potencial de inversión (-77 mV) (Sanguinetti y cols., 1996; Pérez-
Hernández y cols., 2016). 
El ajuste mediante una función de Boltzmann a los datos experimentales, tanto de los canales 
hERG como Kv7.1, permitió obtener las curvas de activación y calcular los respectivos puntos 
medios (Vhact) y pendientes (kact) de cada curva. 
El análisis del curso temporal de la activación de los canales hERG y Kv7.1 se realizó 
ajustando en ambos casos los trazos de corriente máxima a una función monoexponencial. Por otro 
lado, el análisis del curso temporal de la deactivación de dichos canales se realizó ajustando los 
trazos de las corrientes de cierre generadas tras aplicar pulsos a +60 mV a una función bi- y 
monoexponencial, respectivamente. Este procedimiento permitió obtener las constantes de tiempo 
(τ) de activación y deactivación para cada uno de los correspondientes casos.  
El protocolo para registrar la INa consistió en la aplicación de pulsos de 20 ms en incrementos 
de 5 mV entre -90 mV y +30 mV, desde un potencial de fijación de -120 mV. En todos los 
experimentos, la amplitud de la corriente (pA) se normalizó a la capacitancia de la membrana celular 
(pF) para obtener la densidad de corriente (pA/pF). Las relaciones densidad de corriente-voltaje se 
obtuvieron representando la densidad de la corriente medida como la diferencia de amplitud entre el 
pico máximo y el final de cada pulso, en función del potencial de membrana del pulso aplicado. Para 
determinar el ENa (potencial de inversión para el Na
+) las relaciones densidad de corriente-voltaje 
fueron ajustadas a la ecuación: 
 
                                          INa = (Em - ENa)*Gmax*(1 + exp[Em - Vh]/k)
 – 1        (IV.2) 
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donde INa es el pico de corriente en cada pulso al potencial deseado Em, Gmax la conductancia 
máxima, Vh es el punto medio de la curva y k el valor de la pendiente.  
La dependencia de voltaje de la activación de los canales Nav1.5 se analizó construyendo las 
curvas conductancia–voltaje (curvas de activación). Para cada experimento, la curva de activación se 
obtuvo representando el valor de la conductancia normalizado en función del potencial de 
membrana. La conductancia (G) fue calculada mediante la ecuación: 
 
                                                                G = INa/(Em - ENa)                             (IV.3) 
 
donde G es la conductancia a un Em dado, INa representa el pico máximo de corriente al Em y ENa es 
el potencial de inversión calculado mediante la ecuación IV.2. 
Por otro lado, la dependencia de voltaje de la inactivación fue determinada mediante un 
protocolo de doble pulso en el que primero se aplicaba un pulso de 500 ms de duración desde -130 
mV hasta -30 mV en incrementos de 10 mV (potencial de fijación -120 mV), seguido de un segundo 
pulso test a -20 mV. Para cada experimento, la curva de inactivación se obtuvo representando la 
amplitud de corriente obtenida en el pulso test, normalizada con respecto al pico de corriente 
máxima, en función del potencial de membrana del pulso previo.  
El ajuste de una función de Boltzmann tanto a las curvas de activación como a las de 
inactivación, permitió obtener los respectivos puntos medios (Vhact y Vhinact) y pendientes (kact y kinact) 
de cada curva, respectivamente. 
El análisis del curso temporal de la activación e inactivación de los canales Nav1.5 se realizó 
ajustando los trazos de corriente máxima a una función monoexponencial y biexponencial, 
respectivamente, obteniendo las correspondientes constantes de tiempo. 
Para registrar el componente persistente de la INa (INa,L), se aplicaron pulsos únicos de 500 ms 
de duración a -20 mV (potencial de fijación -120 mV). La corriente fue medida como la amplitud 
generada al final de los pulsos despolarizantes. 
El protocolo para el registro de la IBa consistió en la aplicación de pulsos de 500 ms en 
incrementos de 10 mV entre -40 mV y +70 mV desde un potencial de fijación de -30 mV (Barana y 
cols., 2014; Pérez-Hernández y cols., 2016). En todos los experimentos, la amplitud de la corriente 
(pA) se normalizó a la capacitancia de la membrana celular (pF) para obtener la densidad de 
corriente (pA/pF). Las relaciones densidad de corriente-voltaje se obtuvieron representando la 
densidad de la corriente medida como la diferencia de amplitud entre el pico máximo y el final de 
cada pulso, en función del potencial de membrana del pulso aplicado. Para determinar el EBa 
(potencial de inversión para el Ba2+) las relaciones densidad de corriente-voltaje fueron ajustadas a la 
ecuación: 
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                                          IBa = (Em – EBa)*Gmax*(1 + exp[Em - Vh]/k) – 1       (IV.4) 
 
donde IBa es el pico de corriente en cada pulso al potencial deseado Em, Gmax la conductancia 
máxima, Vh es el punto medio de la curva y k el valor de la pendiente.  
La dependencia de voltaje de la activación se estudió construyendo las curvas conductancia – 
voltaje (curvas de activación). Cada curva de activación se obtuvo representando el valor de la 
conductancia normalizado en función del potencial de membrana. La conductancia (G) fue calculada 
mediante la ecuación: 
 
                                                                G = IBa/(Em – EBa)                            (IV.5) 
 
donde G es la conductancia a un Em dado, IBa representa el pico máximo de corriente al Em y EBa es 
el potencial de inversión calculado mediante la ecuación IV.4. 
Por otro lado, la dependencia de voltaje de la inactivación fue determinada mediante un 
protocolo de doble pulso en el que primero se aplicaba un pulso de 500 ms de duración desde -50 
mV hasta +20 mV en incrementos de 10 mV (potencial de fijación -30 mV), seguido de un segundo 
pulso test a +20 mV. Las curvas de inactivación se construyeron representando la amplitud de 
corriente obtenida en el pulso test, normalizada con respecto al pico de corriente máxima, en función 
del potencial de membrana del pulso previo.  
El ajuste de una función de Boltzmann tanto a las curvas de activación como a las de 
inactivación, permitió obtener los respectivos puntos medios (Vhact y Vhinact) y pendientes (kact y kinact) 
de cada curva, respectivamente. 
El análisis del curso temporal de la activación e inactivación de los canales Cav1.2 se realizó 
ajustando los trazos de corriente máxima a una función monoexponencial y biexponencial, 
respectivamente, obteniendo las correspondientes constantes de tiempo. 
El protocolo para registrar la If consistió en la aplicación de pulsos de 2s en incrementos de 10 
mV entre -150 mV y 0 mV desde un potencial de fijación de -30 mV. En todos los experimentos, la 
amplitud de la corriente (pA) se normalizó a la capacitancia de la membrana celular (pF) para 
obtener la densidad de corriente (pA/pF). Las relaciones densidad de corriente-voltaje se obtuvieron 
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6. REGISTRO DE IK1 EN MIOCITOS VENTRICULARES DE RATA ADULTA 
 
6.1. Disociación enzimática de miocitos ventriculares de rata 
 
El manejo de los animales de experimentación se realizó de conformidad con lo especificado 
en la Directiva 2010/63/EU del Parlamento Europeo sobre la protección de animales utilizados con 
propósitos científicos y ha sido aprobado por el Comité de Uso y Cuidado de Animales de la 
Universidad Complutense de Madrid. 
Los miocitos ventriculares se aislaron a partir de corazones de tres ratas macho adultas de la 
raza Sprague-Dawley (con pesos de entre 225 y 250 gramos) mediante disociación enzimática 
siguiendo un protocolo utilizado por nuestro grupo (Matamoros y cols., 2016; Pérez-Hernández y 
cols., 2018). Las ratas fueron heparinizadas (1000 U/kg i.p.) y anestesiadas con pentobarbital sódico 
(50 mg/kg i.p.). Una vez anestesiadas se procedía a una toracotomía y a la extracción del corazón 
que se conectó rápidamente a un sistema de perfusión de Langendorff a través de una cánula 
insertada en la aorta. El corazón se perfundió inicialmente con una solución Tyrode 0 Ca2+ (cuya 
composición era en mM: NaCl 112, KCl 10, MgCl2 1.2, HEPES 10, taurina 20, y glucosa 10; 
ajustado a pH 7.4 con NaOH) durante 10 minutos con un flujo constante de 8 mL/minuto. A 
continuación, el corazón se perfundió durante otros 15 minutos con la misma solución suplementada 
con 0.35 mg/mL colagenasa tipo II (Worthington) y albúmina al 1%. Las soluciones perfundidas 
estaban continuamente oxigenadas (95% O2/5% CO2) y con una temperatura estable a 37°C. Una 
vez realizada la perfusión, los corazones se descolgaron del aparato de Langendorff y los ventrículos 
se cortaron en pequeños trozos y se mantuvieron en agitación suave con una solución Tyrode 
suplementada con 1 mM CaCl2, 33 μM blebistatina y 2% de albúmina, para dispersar las células. Las 
células obtenidas se dejaron reposar durante 30 minutos y se resuspendieron en Medio 199 (M199, 
Sigma) suplementado con 5% de suero fetal bovino (Invitrogen, USA), 1.8 mM Ca2+, 100 U/mL de 
penicilina y 100 μg/mL de estreptomicina. 
 
6.2. Cultivo e infección de miocitos ventriculares de rata 
 
Debido a la baja eficiencia (10%) en la transfección de plásmidos en miocitos con agentes 
liposolubles tales como FuGENE X-tremeGENE (XtremeGENE HP) o LipofectAMINE 2000, se 
decidió utilizar construcciones lentivirales para la expresión de las proteínas de interés. Para ello, y 
una vez que los miocitos ventriculares fueron disociados y resuspendidos en Medio 199, éstos se 
sembraron en cubre objetos estériles previamente tratados con laminina 0,04 mg/mL (Sigma) y se 
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mantuvieron en ese mismo medio durante dos horas. Transcurrido este tiempo, los miocitos fueron 
infectados con las construcciones lentivirales portando vectores específicos para la expresión de 
Tbx20 humano WT o p.R311C a una MOI de 40 y 70, respectivamente. Todos los vectores 
codificaban además GFP como control de la infección. Se utilizó el mismo stock lentiviral en todos 
los experimentos para eliminar variables que afectaran a los resultados. Las corrientes se registraron 
48 horas después de la infección. Aquellos miocitos que habían sido infectados se identificaron 
mediante la visualización de la fluorescencia emitida por GFP utilizando un microscopio de 
fluorescencia (Nikon Eclipse TE2000S, Nikon).  
 
6.3. Técnicas de registro en miocitos ventriculares de rata 
 
El registro de la IK1 nativa en miocitos ventriculares de rata se realizaba de manera similar a 
como se ha explicado en el apartado 4.2 para el registro de corrientes en sistemas de expresión 
heterólogos. Todos los experimentos fueron realizados a temperatura ambiente. Las micropipetas 
empleadas en estos registros fueron obtenidas como se ha descrito en el apartado 4.2 y su resistencia, 
una vez rellenas con la solución interna y sumergidas en la solución externa, era de 2-4 MΩ. El 
cálculo de la capacitancia y de la resistencia de acceso a la célula se realizó como se ha descrito 
previamente para los sistemas de expresión heterólogos. Los valores de la resistencia de acceso y de 
capacitancia celular en los miocitos fueron de 2.0±0.9 MΩ y 122±6.0 pF (n=33), respectivamente. 
En nuestras condiciones experimentales los errores de voltaje debido a las resistencias en serie 
fueron mínimos (<5 mV). 
Los voltajes se corrigieron según el Liquid Junction Potential (LJP) (Neher, 1992; Gómez y 
cols., 2009; Caballero y cols., 2010a). El LJP entre la pipeta y la solución externa utilizadas para el 
registro de la IK1 en miocitos ventriculares de rata fue de -12 mV. 
 
6.4. Registro de la IK1 ventricular de rata: Soluciones y protocolos experimentales 
 
Para el registro de la IK1 en miocitos ventriculares de rata, la solución externa contenía (en 
mM): NaCl 120, KCl 20, CaCl2 1, MgCl2 1, HEPES 10, 4-AP 2, y glucosa 10 (ajustada a pH 7.4 con 
NaOH) (Matamoros y cols., 2016; Pérez-Hernández y cols., 2018). A dicha solución se le añadía 
nifedipino (1 µM), atropina (1 µM) y glibenclamida (10 µM) para inhibir la ICa,L, IK,ACh e IK,ATP, 
respectivamente. Las micropipetas utilizadas para el registro se rellenaron con una solución interna 
que contenía (en mM): K-aspartato 80, KCl 42, KH2PO4 10, Mg-ATP 5, fosfocreatina 3, HEPES 5, y 
EGTA 5 (ajustada a pH 7.2 con KOH) (Matamoros y cols., 2016; Pérez-Hernández y cols., 2018).  
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El protocolo para registrar la IK1 consistió en pulsos de 250 ms en incrementos de 10 mV 
(desde un potencial de fijación de -40 mV) a potenciales entre -100 y +40 mV. En todos los 
experimentos, la amplitud de la corriente (pA) se normalizó a la capacitancia de la membrana celular 
(pF) para obtener la densidad de corriente (pA/pF). Las relaciones densidad de corriente-voltaje se 
obtuvieron representando la densidad de la corriente medida al final del pulso en función del 
potencial de la membrana.  
 
7. REGISTRO DE IKr, ICa,L y PAs EN CARDIOMIOCITOS VENTRICULARES 
DERIVADOS DE CÉLULAS MADRE PLURIPOTENTES INDUCIDAS HUMANAS 
(hiPSC-CMs) 
 
7.1. Obtención de los cardiomiocitos ventriculares derivados de hiPSC 
 
Estos procedimientos se llevaron a cabo en el Center for Arrhythmia Research de la 
Universidad de Michigan (EEUU) en el laboratorio del Dr. José Jalife. Los cardiomiocitos (CMs) 
ventriculares derivados de células madre pluripotentes inducidas humanas (human induced 
pluripotent stem cell o hiPSC) se obtuvieron a partir de la línea DF19-9-11T que fue originalmente 
diferenciada a partir de fibroblastos de piel humanos. Para la des-diferenciación de fibroblastos y la 
obtención de las hiPSC se usaron vectores episomales que no se integran en el genoma (para evitar 
mutaciones). Tras eliminar el episoma, las hiPSC estaban libres de vectores y de secuencias de 
transgenes (Yu y cols., 2009). El uso de hiPSC y los cardiomiocitos derivados de ellas (hiPSC-CMs) 
fue aprobado por el Comité Human Pluripotent Stem Cell Research Oversight (HPSCRO) de la 
Universidad de Michigan (USA).  
 
7.2. Diferenciación, cultivo e infección de hiPSC-CMs 
 
Las hiPSC obtenidas a partir de la línea DF19-9-11T se sembraron sobre membranas estériles 
transparentes de polidimetilsiloxano (PDMS) previamente recubiertas con Matrigel (500 µg/mL; BD 
Biosciences, San Jose, CA) para la diferenciación cardiaca dirigida utilizando protocolos 
previamente descritos (Herron y cols., 2016). El medio para la diferenciación (EB-20) contenía 80% 
DMEM (Dulbbeco’s Modified Eagle Médium)/F12, 0.1 mM β-mercaptoetanol, 20% FBS, y 10 µM 
blebistatina (Herron y cols., 2016). El protocolo de diferenciación consistió en la incubación durante 
7 días con distintos fármacos (small molecule protocol), lo que permitió la diferenciación de hiPSC a 
cardiomiocitos. Treinta días después del inicio del proceso de diferenciación, las células se 
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purificaron usando el kit comercial Mitenyi Biotec (PSC-Derived Cardiomyocyte Isolation Kit, 
human). Las hiPSC-CMs resultantes fueron de nuevo cultivadas sobre membranas de PDMS 
cubiertas con Matrigel (Herron y cols., 2016). Posteriormente las células fueron disociadas 
cuidadosamente desde los cultivos usando agitación mecánica y, tras ello, se sembraron sobre 
cubreobjetos de cristal recubiertos con laminina para proceder a su infección con las construcciones 
lentivirales portando vectores específicos para la expresión de Tbx20 humano WT o mutante a una 
MOI de 40 y 70, respectivamente. Todos los vectores codificaban además GFP como control de la 
infección. El mismo stock lentiviral fue utilizado en todos los experimentos para eliminar variables 
que afectaran a los resultados. Las corrientes iónicas y los PAs se registraron 48 horas después de la 
infección. Aquellas células infectadas con las construcciones lentivirales fueron identificadas 
mediante la visualización de la fluorescencia emitida por GFP (Nikon Eclipse TE2000S, Nikon). 
 
7.3. Técnicas de registro en hiPSC-CMs 
 
El registro de las corrientes nativas y PAs en hiPSC-CMs se llevó a cabo colocando el 
cubreobjetos con las células infectadas en una cámara de 0.5 mL montada sobre la platina de un 
microscopio invertido (Nikon TS100; Nikon Co., Tokio, Japón). Las corrientes iónicas y los PAs 
fueron registrados a temperatura ambiente y a 35 ºC, respectivamente, utilizando la técnica de patch-
clamp (de fijación de voltaje para las corrientes iónicas y de fijación de corriente para los PAs) en su 
configuración de célula entera. Para la obtención de los registros se utilizó un amplificador 
MultiClamp 700B (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EEUU). La generación de protocolos, la 
adquisición de datos y el análisis de los mismos fueron llevados a cabo mediante el uso del software 
pCLAMP 9.0 y de sus aplicaciones CLAMPEX y CLAMPFIT (Molecular Devices). Las 
micropipetas empleadas en los registros fueron obtenidas como se ha descrito en el apartado 4.2. 
Para asegurar la calidad de la fijación del voltaje, la resistencia de las micropipetas utilizadas, una 
vez que se rellenaban con la solución interna y se sumergían en la solución externa, era inferior a 3.5 
MΩ para el registro de corrientes, o entre 4 y 6 MΩ para el registro de PAs. En todos los 
experimentos, la resistencia en serie y la capacitancia celular fueron compensadas automáticamente.  
 
7.4. Registro de IKr, ICa,L y PAs en hiPSC-CMs: Soluciones y protocolos experimentales 
 
La solución externa empleada para registrar IKr contenía (en mM): NaCl 140, KCl 5.4, MgCl2 
1, HEPES 15, 4-AP 5, glucosa 5, CdCl2 0.2, BaCl2 0.5, y CaCl2 1.8 (ajustada a pH 7.4 con NaOH) 
(Tamargo y cols., 2004; Anson y cols., 2004; Shen y cols., 2011). Las micropipetas utilizadas para el 
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registro se rellenaron con una solución interna que contenía (en mM): KCl 150, K2ATP 4.46, 
fosfocreatina 5, HEPES 5, EGTA 5, MgCl2 1, y ácido β-hidroxibutírico 2 (ajustada a pH 7.2 con 
KOH). Para el registro de la ICa,L la solución externa contenía (en mM): NaCl 137, CsCl 5.4, MgCl2 
1.25, HEPES 10, CaCl2 1.2, y glucosa 5.5 (ajustada a pH 7.35 con NaOH). Las micropipetas 
utilizadas para el registro se rellenaron con una solución interna que contenía (en mM): CsCl 120, 
TEA·Cl 20, MgCl2 1, Mg-ATP 5.2, HEPES 10, y EGTA 10 (ajustada a pH 7.2 con CsOH). 
 
El protocolo para registrar la IKr en hiPSC-CMs consistió en pulsos de 3 s en incrementos de 10 
mV desde un potencial de fijación de -60 mV a potenciales entre -40 mV y +60 mV. Las corrientes 
de cierre fueron obtenidas al repolarizar la membrana a -60 mV durante otros 5 s (Amorós y cols., 
2011; Pérez-Hernández y cols., 2016). La IKr fue medida como la corriente sensible a dofetilida (1 
µM). En todos los experimentos, la amplitud de la corriente (pA) se normalizó a la capacitancia de la 
membrana celular (pF) para obtener la densidad de corriente (pA/pF). Para analizar la dependencia 
de voltaje de la activación, se representaba el pico máximo de la densidad de las corrientes de cierre 
frente al potencial de membrana del pulso previo. El ajuste de una función de Boltzmann a los datos 
permitió construir las curvas de activación y obtener el punto medio (Vhact) y la pendiente (kact) de 
cada curva. El análisis del curso temporal de la deactivación de los canales hERG se realizó 
ajustando una función monoexponencial a los trazos de las corrientes de cierre generadas al aplicar 
un pulso previo de +60 mV, obteniéndose así la correspondiente constante de tiempo. 
El protocolo para registrar la ICa,L en hiPSC-CMs consistió en pulsos de 200 ms en incrementos 
de 10 mV desde un potencial de fijación de -80 mV a potenciales entre -50 mV y +60 mV (Barana y 
cols., 2014; Pérez-Hernández y cols., 2016). Se aplicó un prepulso de -50 ms a -30 antes de cada 
pulso test para activar e inactivar la INa. En todos los experimentos, la amplitud de la corriente (pA) 
se normalizó a la capacitancia de la membrana celular (pF) para obtener la densidad de corriente 
(pA/pF). Las relaciones densidad de corriente-voltaje se obtuvieron representando la densidad de la 
corriente medida como la diferencia de corriente entre el pico máximo y el final del pulso en función 
del potencial de membrana del pulso aplicado.  
 
Para el registro de los PAs, la solución externa contenía (en mM): 148 NaCl, NaH2PO4 0.4, 
MgCl2 1, glucosa 5.5, KCl 5.4, HEPES 15, y CaCl2 1.8 (ajustada a pH 7.4 con NaOH) (González de 
la Fuente y cols., 2013; Herron y cols., 2016; Pérez-Hernández y cols., 2018). Las micropipetas 
utilizadas para el registro se rellenaron con una solución interna que contenía (en mM): KCl 150, 
K2ATP 4.46, fosfocreatina 5, HEPES 5, EGTA 1, MgCl2 1, y ácido β-hidroxibutírico 2 (ajustada a 
pH 7.2 con KOH) (Pérez-Hernández y cols., 2018). Las células fueron estimuladas a 0.1, 0.5, 1 y 2 
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Hz utilizando pulsos cuadrados de 30-50 pA de 4ms de duración, generados por un simulador digital 
DS8000 (World Precision Instruments, USA). En todos los casos se analizaron los siguientes 
parámetros que caracterizan a los PAs cardiacos: potencial de reposo, potencial diastólico máximo 
(PDM), amplitud del PA (APA), velocidad máxima de despolarización (Vmáx), y la duración del PA 
medida al 20%, 50% y 90% de la repolarización (DPA20, DPA50 y DPA90, respectivamente). 
 
8. EXPERIMENTOS DE WESTERN BLOT (WB) 
 
8.1. Extracción proteica en células HL-1 transfectadas y/o infectadas 
 
Las células HL-1 se transfectaron de manera transitoria con el ADNc que codifica Tbx20 WT o 
p.R311C utilizando el método de transfección con lipofectamina descrito en el apartado 5.1, o bien 
se infectaron con lentivirus portando shRNAs específicos para el silenciamiento de Tbx20 y shRNA 
scrambled control (procedimiento descrito en apartado 5.2). En ambos casos, tras 48 horas de 
incubación, las células se lavaron con tampón fosfato salino (Phosphate Buffered Saline o PBS) frío 
(3x) y se lisaron incubándolas con tampón radioimmunoprecipitation assay (tampón RIPA) frío, 
cuya composición era 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.1% SDS, 0.5% 
deoxicolato y una mezcla de inhibidores de proteasas P2714 (Sigma), durante 30 minutos a 4ºC. Los 
núcleos y restos celulares se eliminaron mediante centrifugación a 14.000 rpm durante 20 minutos a 
4ºC y el sobrenadante se utilizó inmediatamente para evitar ciclos de congelación/descongelación y 
posible degradación proteica. 
 
8.2. Cuantificación de proteínas 
 
Para cuantificar la cantidad de proteínas totales extraída de cada muestra, se utilizó el método 
del ácido bicinconínico (BCA, Thermo Scientific, Pierce) siguiendo las instrucciones del proveedor. 
El BCA es un compuesto capaz de formar un complejo púrpura intenso con iones Cu1+ en medio 
alcalino. Este reactivo forma la base de un método analítico capaz de monitorizar el ion cuproso 
producido en una reacción entre las proteínas con Cu2+ en medio alcalino (reacción de Biuret). 
El procedimiento consistió, básicamente, en preparar distintas diluciones de las muestras junto 
con los reactivos A y B del kit y, tras 30 minutos a 37ºC, se leyó la absorbancia a 562 nm. Con los 
datos obtenidos se construyó una curva patrón con las distintas concentraciones conocidas de 
albúmina bovina (Bovine Serum Albumin o BSA) frente a los valores obtenidos de la absorbancia, 
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que permitió cuantificar la cantidad de proteína presente en las diferentes muestras objeto de estudio 
mediante extrapolación. 
 
8.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida, transferencia de proteínas a membrana e 
inmunodetección 
 
Las muestras se cargaron en geles comerciales TGX stain freeTM (Bio-Rad, USA) del 10% y se 
sometieron a electroforesis SDS-PAGE (Laemmli, 1970) a voltaje de 200 y 300 V. Como patrón de 
pesos moleculares se utilizó el marcador Precision Plus Protein Standards All Blue, 10-250 kDa 
(Bio-Rad, USA). Una vez finalizada la electroforesis, se llevó a cabo la transferencia rápida (Bio-
Rad, USA) durante 15 minutos a 25 V del gel a una membrana de nitrocelulosa. 
A continuación, para evitar la unión inespecífica de los anticuerpos primarios a la membrana, 
ésta se bloqueó durante 1 hora a temperatura ambiente en agitación con PBS suplementado con 
Tween al 0.05% (PBS-T) y leche desnatada liofilizada al 5% para, seguidamente, incubar con el 
anticuerpo primario (diluido en tampón de bloqueo) a 4ºC y agitación constante durante toda la 
noche. En el WB para la detección de los canales hERG, uno de los carriles fue incubado aparte con 
una mezcla a partes iguales del Ac primario más el péptido antigénico. Este péptido se utilizó para 
bloquear de manera específica los sitios de unión del Ac, de tal manera que éste ahora no pueda 
unirse a la proteína de interés presente en la membrana, resultando todo ello en ausencia de banda 
específica en el carril en cuestión. Este procedimiento se utilizó como control con el fin de 
comprobar que las bandas que aparecían en la membrana fuesen específicas y no correspondiesen a 
fragmentos inespecíficos de diferentes proteínas.  
Al día siguiente, tras lavar la membrana 3 veces durante 7 minutos cada vez con tampón PBS-
T, ésta se incubó durante una hora a temperatura ambiente y en agitación con el anticuerpo 
secundario acoplado a peroxidasa de rábano (HRP) (diluido en tampón de bloqueo). Finalizada la 
incubación, se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno en PBS-T y, posteriormente, se procedió a 
la detección de proteínas en la membrana mediante quimioluminiscencia potenciada (ECL, General 
Electric Healthcare, USA). Se utilizó un equipo de imagen Chemidoc MP System y el software 
Image Lab 5.2.1 (Bio-Rad, USA) para el análisis densitométrico de las imágenes. Para asegurar la 
carga equitativa de proteína de las diferentes muestras, la expresión de cada proteína en la membrana 
de nitrocelulosa fue normalizada a la cantidad de proteína total presente en cada carril del gel de 
electroforesis, respectivamente.  
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8.4. Anticuerpos empleados 
 
La detección específica de las proteínas Cav1.2, Kir2.1, Kv7.1, minK, hERG y MiRP1 se llevó 
a cabo usando como anticuerpos primarios anti-Cav1.2 de ratón (1:1000, clon L57/46, Neuromab, 
USA), anti-Kir2.1 de conejo (1:500, Alomone, Israel), anti-Kv7.1 de conejo (1:250, Sigma), anti-
minK de conejo (1:250, Abcam, Reino Unido), anti-hERG de conejo (solo o junto con péptido 
antigénico) (1:3000, Alomone), y anti-MiRP1 de conejo (1:600, Sigma), respectivamente. Para los 
experimentos de silenciamiento, la presencia de Tbx20, tanto en las células control como en aquellas 
con la proteína silenciada, se detectó específicamente usando el anticuerpo primario anti-Tbx20 de 
conejo (1:200, Abcam).  
El anticuerpo anti-IgG de ratón unido a HRP (1:10000, Jackson ImmunoResearch), y el 
anticuerpo anti-IgG de conejo unido a HRP (1:10000, Jackson ImmunoResearch) se usaron como 
anticuerpos secundarios en todos los ensayos. 
 
9. ENSAYO DE DETECCIÓN DE LA ACTIVIDAD LUCIFERASA 
 
9.1. Detección de la actividad luciferasa en células HL-1 
 
Para estos ensayos se emplearon células HL-1 sembradas en placas de 96 pocillos con fondo 
opaco y transfectadas de manera transitoria utilizando el método de transfección con lipofectamina 
descrito en el apartado 5.1. La transfección se llevó a cabo con el vector de expresión del enzima 
luciferasa pLightSwitch_Prom (Active Motif) portando los promotores mínimos de los genes 
humanos SCN5A, SCN2B, CACNA1C, KCNQ1, KCNE1, KCNH2 o KCNN3 (WT o mutado). En 
estos experimentos las células además fueron cotransfectadas con 100 ng de un vector vacío [Tbx20 
(-)], o con los vectores que codificaban Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. Los efectos de la 
cotransfección de Tbx20 WT y p.R311C (100 ng de cada uno) en aquellas células expresando el 
vector de expresión de luciferasa junto al promotor del gen KCNH2 fueron también determinados. 
En algunos experimentos, el factor de trancripción SP1 se utilizó como control positivo de la 
transcripción. Pasadas 48 horas tras la transfección, se procedió a la detección de la actividad 
luciferasa usando el reactivo LightSwitch Luciferase Assay Reagent (Active Motif) y un 
luminómetro de la marca Berthold (Barana y cols., 2014; Pérez-Hernández y cols., 2016). En todos 
los casos, los análisis fueron llevados a cabo en pocillos por triplicado y la actividad luciferasa fue 
normalizada a la actividad luciferasa basal presente en aquellas células control transfectadas con el 
vector vacío [Tbx20 (-)]. 
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10. MODELO MATEMÁTICO DEL PA VENTRICULAR HUMANO 
 
Con el fin de analizar los efectos producidos por la mutación en heterocigosis de los canales 
hERG p.T152HfsX180 sola o en combinación con la mutación p.R311C en Tbx20, sobre el 
potencial de acción humano, se llevó a cabo una simulación in silico empleando el modelo 
matemático Grandi-Bers (Grandi y cols., 2010), el cual representa un potencial de acción ventricular 
humano previamente validado y utilizado en estudios anteriores con propósitos similares (Amorós y 
cols., 2011; González de la Fuente y cols., 2013). Los potenciales de acción simulados fueron 
ejecutados con el programa MATLAB 6.5 (MathWorks) usando el algoritmo de integración ode15s. 
Los modelos celulares epicárdico y endocárdico fueron ejecutados a diferentes frecuencias en un 
rango de 0.1 a 3 Hz y durante al menos 200 ciclos de registro hasta conseguir mantener constantes 
los valores de amplitud de las diferentes corrientes, así como las concentraciones iónicas del medio 
intra- y extracelular. El modelo fue ejecutado en condiciones basales (control) y, posteriormente, 
incorporando los cambios específicos en conductancia, constantes de tiempo y dependencia de 
voltaje de la activación e inactivación producidos por los mutantes hERG p.T152HfsX180 y Tbx20 
p.R311C y determinados previamente al realizar los correspondientes análisis electrofisiológicos in 
vitro. 
 
11. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS 
 
En cada serie homogénea de experimentos se calculó la media, la desviación estándar (DE) y el 
error estándar de la media (EEM). Los datos que aparecen en las distintas tablas y representaciones 
gráficas de la presente Tesis Doctoral se expresan como la media±EEM para un determinado número 
(n) de experimentos. Para las comparaciones entre diferentes grupos, se empleó la prueba t de 
Student no pareada o el análisis de la varianza (ANOVA) de una vía, seguido de un test de Newman-
Keuls. En muestras de pequeño tamaño (n<15), la significancia estadística fue confirmada utilizando 
tests no paramétricos. Las comparaciones entre variables categóricas fueron realizadas usando la 
prueba Z. Para tener en cuenta la evaluación de muestras repetidas, los datos fueron analizados con 
modelos multinivel de efectos mixtos. Se consideraron como significativas aquellas diferencias para 
las que el valor de P resultó ser menor de 0.05. 
Para la realización del análisis estadístico y la composición de las figuras que ilustran esta 
Tesis Doctoral se emplearon la aplicación CLAMPFIT del paquete informático PCLAMP (v9.0) 
(Molecular Devices), las aplicaciones Excel y PowerPoint del paquete informático Microsoft Office 
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2000 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, EEUU) y el programa Prism (v3.0 y v4.0) (GraphPad 
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Los resultados de la presente Tesis Doctoral se han dividido en seis apartados. En el primero 
de ellos se describen los antecedentes clínicos tanto del probando como del resto de miembros que 
integran la familia que presentan un SQTL. En un segundo apartado se describen los resultados de 
los estudios genéticos a los que fueron sometidos el probando y sus familiares. En los cuatro 
restantes se detallan los resultados de los estudios funcionales de las variantes identificadas en el 
probando (p.T152HfsX180 en los canales hERG, p.R311C en el factor de transcripción Tbx20 y c.-
66A>G en la región promotora del gen KCNN3) que, sobre bases teóricas, podían ser responsables 
del SQTL.  
En la presente Tesis se demuestra, por primera vez, que el factor de transcripción Tbx20 
regula la expresión de canales hERG en el miocardio adulto humano uniéndose al promotor del gen 
que los codifica (KCNH2). El mutante Tbx20 p.R311C carece de actividad pro-transcripcional por 
lo que produce una disminución significativa en la expresión de dichos canales y de la corriente 
generada por ellos (IKr). La disminución de la IKr es responsable de la prolongación en la duración 
del PA cardiaco, lo que se traduce en una prolongación del intervalo QT del ECG, que da lugar al 
desarrollo de SQTL. 
 
1. ANTECEDENTES CLÍNICOS 
 
Un paciente varón (probando) de 41 años (II:4, Figura V.1) que había sufrido un síncope al 
levantarse de la cama fue trasladado a la Unidad de Arritmias del Hospital Universitario la Paz de 
Madrid. El ECG de 12 derivaciones que se le realizó al ingreso demostró que estaba en ritmo 
sinusal (68 latidos por minuto) y que tanto el intervalo PR (168 ms) como el QRS (88 ms) eran 
normales. Se observó también una disminución en la amplitud y un aumento en la duración de las 
ondas T (Figura V.2, panel A). De hecho, el intervalo QT corregido mediante la fórmula de Bazett 
fue de 480 ms (Taran y Szilagyi, 1947; Bazett, 1997), un valor patológicamente alto y más en el 
caso de un varón. Al realizarle una prueba de esfuerzo y un Holter no se observaron alteraciones 
significativas. Es de resaltar que el estudio ecocardiográfico demostró que el probando presentaba 
un corazón estructuralmente normal. Como consecuencia, se le diagnosticó un SQTL y se inició un 
tratamiento con bisoprolol (2.5 mg/día). Desde entonces el paciente no ha sufrido nuevos episodios 
arrítmicos o sincopes. Al analizar sus antecedentes familiares se evidenció que otros parientes 
presentaban SQTL y que algunos de ellos habían sufrido MSC (Figura V.1).  
Dos de las cinco hermanas del probando habían fallecido de manera repentina, una a los 19 
años durante el periodo postparto (II:2) y otra a los 17 (II:5, Figura V.1). Ambas habían sido 
diagnosticadas de epilepsia y tratadas con fenobarbital hasta su defunción. Sin embargo, a la 
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I:1 I:2






hermana II:2 se le había realizado un ECG en el que el intervalo QTc fue de 440 ms, un valor 
normal para una mujer y un test de adrenalina que resultó negativo.  
 
Figura V.1. Pedigrí de la familia objeto de estudio. La flecha señala al probando. Los círculos y cuadrados 
representan género femenino y masculino, respectivamente. Las líneas diagonales sobre los símbolos representan el 
fallecimiento de ese sujeto. SQTL: Síndrome QT Largo, MS: Muerte Súbita, LES: Lupus Eritematoso Sistémico. 
 
Otra de las hermanas (II:1, Figura V.1) también fue diagnosticada de epilepsia a los 13 años 
de edad y tratada desde entonces con fenobarbital. Sin embargo, tras un episodio sincopal cuando se 
encontraba en reposo, se le realizó un ECG lo que evidenció que el valor del QTc era de 560 ms 
documentándose, además, rachas de taquicardia ventricular polimórfica. Estos resultados 
permitieron diagnosticar un SQTL instaurándose un tratamiento con atenolol (50 mg dos veces al 
día) e implantándose un marcapasos de doble cámara (DDD) para estabilizar la frecuencia cardiaca 
a 75 lpm. Posteriormente, a los 43 años sufrió una MSC de la que fue resucitada, por lo que se 
decidió implantar un desfibrilador cardioversor interno de doble cámara (DCI). Desde entonces no 
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Figura V.2. ECGs de 12 derivaciones del probando (A) y la hermana II:6 (B) (velocidad del papel 25 mm/s). (A) 
El probando presentaba ritmo sinusal (68 lpm) con intervalos PR (168 ms) y QRS (88 ms) normales, aunque con un 
descenso en la amplitud y un aumento en la duración de las ondas T. El valor del QTc fue de 480 ms. (B) ECG de II:6 
en condiciones basales (izquierda) y tras la inyección de un bolo de adrenalina (derecha). En condiciones basales, el 
ECG muestra intervalos PR y QRS normales (140 ms y 90 ms, respectivamente) aunque se detectó bradicardia sinusal 
(48 lpm) y un aumento en la amplitud de las ondas T registradas a bajo voltaje (QTc 460 ms). El test de adrenalina 
(panel B, derecha) resultó positivo al producirse tras la administración un aumento del QT que alcanzó un valor de 618 
ms, alternancia en la amplitud de las ondas T y la aparición de extrasístoles polimórficas ventriculares. Los test de 
adrenalina realizados a los miembros de la familia se realizaron siguiendo el protocolo descrito en estudios previos 
(Shimizu y cols., 2003). 
 
 La hermana II:3 (Figura V.1) no presentaba síntomas de enfermedad cardiaca. Su ECG 
presentaba valores de PR, QRS y QTc normales encontrándose en ritmo sinusal (68 lpm). Al 
realizarle una ecocardiografía, una ergometría, una prueba de Holter y un test de adrenalina, no se 
identificó ninguna alteración estructural o eléctrica. Sin embargo, esta hermana padece lupus 
eritematoso sistémico, con una disminución moderada en la función renal lo que hace que su 
potasemia sea de 5.2 mEq/L. Además, se encuentra actualmente en tratamiento con prednisona, 
hidroxicloroquina, micofenolato, y espironolactona (25 mg día). La discreta hiperpotasemia que 
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presenta tiende a acelerar la repolarización ventricular acortando el QT, por lo que podría darse el 
caso que también tuviera un SQTL pero que estuviese siendo enmascarado. Por último, la hermana 
II:6 (Figura V.1) era también asintomática y en el ECG se demostró que presentaba un PR (140 
ms) y QRS (90 ms) normales. Sin embargo, tenía bradicardia sinusal (48 lpm) y un QTc de 460 ms 
(discretamente prolongado) (Figura V.2, panel B izquierda). Por ello, se decidió realizar un test de 
adrenalina en el que se observó una prolongación del intervalo QTc (618 ms), un efecto de 
alternancia en la amplitud de las ondas T y la aparición de extrasístoles polimórficas ventriculares 
(Figura V.2, panel B derecha). En consecuencia, a dicha paciente también se le diagnosticó un 
SQTL y, dados los antecedentes, se decidió implantar un DCI e iniciar un tratamiento con 
bisoprolol.  
 
La madre del probando (I:2, Figura V.1) presentaba un ECG con valores dentro de la 
normalidad, sin embargo, fue también diagnosticada de SQTL tras experimentar un episodio de 
MSC resucitada durante una terapia con antibióticos (piperacilina/tazobactam, ciprofloxacino y 
trobamicina) para el tratamiento de una neumonía en el curso de una leucemia aguda de la que 
estaba siendo tratada con idarubicina y citarabina. Por tanto, se le implantó un DCI pero falleció 
poco tiempo después debido a la leucemia. El padre del probando (I:1, Figura V.1) era y es 
asintomático y tiene un ECG normal.  
 
El probando tiene dos sobrinos (III:1 y III:2, Figura V.1). Al sobrino III:1 se le realizaron 
en la infancia las mismas pruebas cardiológicas que al resto de familiares (ECG, ecocardiografía, 
ergometría, y Holter) y los resultados revelaron un corazón eléctrica y funcionalmente normal. Más 
tarde a los 23 años se sometió a un test de adrenalina que resultó negativo. El sobrino III:2 padecía 
episodios epilépticos desde que tenía 2 años. A partir de los 6 años fue tratado con oxcarbacepina y 
desde entonces no experimentó nuevos episodios. Su ECG, Holter, ecocardiograma y prueba de 
esfuerzo presentan valores dentro de la normalidad. 
 
2. IDENTIFICACIÓN Y ANÁLISIS GENÉTICO DE LAS VARIANTES 
 
El SQTL es cardiomiopatía arritmogénica hereditaria primaria, es decir, una enfermedad 
causada por la alteración de las propiedades eléctricas del corazón que no es secundaria a una 
enfermedad cardíaca estructural y que está genéticamente determinada (Roden, 2008; Tester y 
Ackerman, 2014; Napolitano y cols., 2015; Havakuk y Viskin, 2016). Con el fin de identificar la/s 
mutación/es responsables del SQTL en la familia, se procedió a la secuenciación masiva de última 
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generación del ADN extraído a partir de las muestras de sangre del probando. Previamente a la 
secuenciación, se procedió al aislamiento y a la construcción de librerías perfectamente etiquetadas 
e identificadas con el ADN del sujeto. Las librerías fueron secuenciadas por la empresa 
NIMGenetics utilizando un panel de secuenciación masiva personalizado HaloPlex (216,105 kb) 
diseñado a partir del programa SureDesign (Agilent Technologies) y en el que se incluyeron las 
regiones codificantes y los extremos transcritos pero no traducidos (5´y 3´UTRs) de los 82 genes 
mostrados en la Tabla IV.1 (ver Materiales y Métodos). Además de los ya asociados con síndromes 
genéticos arritmogénicos hereditarios primarios, se incluyeron también genes que codifican factores 
de transcripción, otros canales iónicos, proteínas de anclaje, enzimas y diversas proteínas que 
forman parte de los canalosomas localizados en la membrana de miocitos cardiacos. Ninguno de 
ellos había sido asociado con la aparición de SQTL hasta la fecha. Una vez identificadas las 
variantes en el probando, se genotipó también al resto de familiares en primer grado que dieron su 
consentimiento bien utilizando el chip de secuenciación masiva o bien por el método de Sanger. 
Tanto el probando (II:4) como las hermanas II:1 y II:6 son portadoras de una mutación en 
heterocigosis en la región codificante del gen KCNH2 que consiste en la duplicación de una citosina 
























Figura V.3. Pedigrí de la familia de estudio genotipada con las mutaciones hERG p.T152HfsX180 y hERG 
p.Q1068R. La flecha señala el probando. Los círculos y cuadrados representan género femenino y masculino, 
respectivamente. Las líneas diagonales sobre los símbolos representan el fallecimiento de ese sujeto. Los signos (+) y (-
) representan aquellos sujetos con o sin la mutación hERG p.T152HfsX180 (rojo) o hERG p.Q1068R (azul), 
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La variante produce la sustitución de una treonina por una histidina en la posición 152 
localizada en el dominio N-terminal de los canales hERG. Dicho cambio implica el desplazamiento 
del marco de lectura, de forma que después de la mutación se incorporan 180 aminoácidos y luego 
se trunca la proteína porque aparece un codón prematuro de parada de la traducción 
(p.T152HfsX180 hERG). El resultado es un péptido de 332 aminoácidos en lugar de los 1159 
residuos que corresponden a la proteína nativa (Figura V.5).  
 
Figura V.4. Cromatogramas II:1 (hermana del 
probando), II:4 (probando) y III:2 (sobrino). Fragmentos 
de la secuenciación del gen KCNH2, en los diferentes sujetos 
donde se aprecian la mutación en heterocigosis c.453dupC 
(p.T152HfsX180) y la variante c.3203A>G (p.Q1068R), 
señalizadas mediante flechas. Cada pico representa la 
secuenciación de un nucleótido, de tal manera que los picos 
verdes son adeninas, los rojos timinas, los azules citosinas, y 
los negros las guaninas. Los cromatogramas fueron obtenidos 





Las hermanas II:1 y II:3 y los sobrinos del probando (III:1 y III:2) son portadores de otra 
variante en el gen KCNH2 (NM000238.3:c.3203A>G) (Figura V.3). En este caso se trata de una 
mutación con cambio de sentido que produce la sustitución de una adenina por una citosina en la 
posición 3203 de la región codificante de dicho gen (Figura V.4) que da lugar a la expresión de una 
proteína hERG en la que la glutamina en posición 1068 queda sustituida por una arginina 
(p.Q1068R). Por tanto, la paciente II:1 parece ser portadora de la mutación p.T152HfsX180 en un 
alelo y de la p.Q1068R en el otro (heterocigosis compuesta) ya que la recombinación es un evento 
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1 135 404 666 1159748 872


























Figura V.5. Representación esquemática de los principales dominios de las proteínas hERG WT y hERG 
p.T152HfsX180. Los canales hERG WT presentan en el extremo N-terminal un dominio eag compuesto a su vez por la 
región PAS (sensor de señales) más la región cap protectora. En el extremo C-terminal presentan el dominio de unión a 
nucleótidos cíclicos (cNBD). La región central está compuesta por las seis subunidades que forman los segmentos 
transmembrana del canal (S1-S6) (Morais-Cabral y Robertson., 2015). Sin embargo, hERG p.T152HfsX180 es un 
péptido truncado que sólo posee las secuencias N-Cap y PAS y parte de la región proximal del dominio N-terminal. 
 
La mutación p.Q1068R es considerada una variante “rara” al aparecer con una frecuencia 
alélica menor al 1% (0.03%) en la población de origen africano, como era el caso de la familia 
objeto de estudio (Tabla IV.2, ver Materiales y Métodos). En el año 2004, Ansel y colaboradores 
analizaron las características electrofisiológicas de los canales hERG p.Q1068R y demostraron que 
dicha variante aceleraba de manera significativa la inactivación y la recuperación de la inactivación 
de forma que las constantes de tiempo de estos procesos se desplazan aproximadamente 10-20 mV 
en su dependencia de voltaje con respecto a las de los canales WT (Anson y cols., 2004). Sin 
embargo, un estudio posterior demostró que dicha variante carecía de patogenicidad y, por tanto, no 
estaba implicada en la aparición de SQTL en aquellos individuos que la portaban (Kapa y cols., 
2009).   
 
El probando (II:4), dos de sus hermanas (II:3 y II:6), y uno de los sobrinos (III:2) portaban 
una mutación en heterocigosis que produce la sustitución de una citosina por una timina en la 
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Figura V.6. Pedigrí de la familia de estudio genotipada con la mutación Tbx20 p.R311C. La flecha señala el 
probando. Los círculos y cuadrados representan género femenino y masculino, respectivamente. Las líneas diagonales 
sobre los símbolos representan el fallecimiento de ese sujeto. Los signos (+) y (-) representan aquellos sujetos con o sin 
la mutación Tbx20 p.R311C. SQTL: Síndrome QT Largo. 
 
 
Figura V.7. Cromatograma del probando II:4. Fragmento de 
secuenciación del gen TBX20, donde se incluye la mutación en 
heterocigosis c.931C>T, señalizada con una flecha. Cada pico 
representa la secuenciación de un nucleótido, de tal manera que los 
picos verdes son adeninas, los rojos timinas, los azules citosinas, y los 
negros las guaninas. El cromatograma fue obtenido empleando el 




La mutación produce la sustitución de la arginina en posición 311 por una cisteína en el factor 
de transcripción Tbx20 (Tabla IV.2, ver Materiales y Métodos). Esta arginina se encuentra muy 
conservada entre diferentes especies (Figura V.8, panel A) y está localizada en la región 
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Figura V.8. La arginina en posición 311 del factor Tbx20 se encuentra muy conservada en las distintas especies y 
está localizada en el dominio transactivador de dicha proteína. (A) Alineamiento de la secuencia comprendida entre 
los aminoácidos 301 y 322 de Tbx20. Además de la arginina, el resto de aminoácidos comprendidos en estas posiciones 
se encuentran muy conservados entre las diferentes especies. (B) Representación esquemática del factor Tbx20 con sus 
respectivos dominios transactivador y transrepresor, así como la secuencia T-box, próxima al extremo N-terminal, 
mediante la cual Tbx20 puede unirse a las secuencias consenso en el ADN diana. 
 
Al igual que sucede con el mutante hERG p.Q1068R, Tbx20 p.R311C también se considera 
una variante “rara”, ya que ha sido descrita con una frecuencia alélica del 0.01% en la población 
Africana (Tabla IV.2, ver Materiales y Métodos).  
Por último, el probando (II:4), una de sus hermanas (II:6) y uno de sus sobrinos (III:1) 
también presentaron una variante en heterocigosis en el extremo 5´UTR del gen KCNN3 que 
produce la sustitución de una adenina por una guanina (NM_001204087.1:c.-66A>G) (Figura V.9 
y V.10) localizada 66 pares de bases antes del codón de iniciación de la traducción, concretamente 
en la región promotora de dicho gen (Tabla IV.2, ver Materiales y Métodos).  
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Figura V.9. Pedigrí de la familia. La flecha señala el probando. Los círculos y cuadrados representan género femenino 
y masculino, respectivamente. Las líneas diagonales sobre los círculos representan el fallecimiento de ese sujeto. Los 
signos (+) y (-) representan aquellos sujetos con o sin la mutación c.-66A>G en la región 5´UTR en la región promotora 
de KCNN3. SQTL: Síndrome QT Largo. 
 
El gen KCNN3 codifica la subunidad α del canal de potasio de baja conductancia activado por 
Ca2+ tipo 3 (SK3), el cual se encuentra implicado en la fase de repolarización del PA auricular 
humano (Nagy y cols., 2009; Chang y Chen, 2015). A pesar de que esta proteína también se expresa 
en los ventrículos, su implicación en el PA ventricular sólo ha sido descrita en condiciones 
patológicas (Nagy y cols., 2009; Adelman y cols., 2012; Chang y Chen, 2015). 
 
 
Figura V.10. Cromatogramas del probando II:4, su hermana II:6, y su sobrino III:1, respectivamente. 
Fragmentos de la secuenciación de la región promotora del gen KCNN3 en los diferentes sujetos, donde se incluye, en 
los tres casos, la mutación en heterocigosis c.-66A>G, señalizada con flechas. Cada pico representa la secuenciación de 
un nucleótido, de tal manera que los picos verdes son adeninas, los rojos timinas, los azules citosinas, y los negros las 
guaninas. El cromatograma fue obtenido empleando el programa Chromas Lite (chromas.software.informer.com/2.4/). 
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En el probando también se identificaron otras variantes que están recogidas en la Tabla IV.2 
(ver Materiales y Métodos). A diferencia de las mutaciones en los genes KCNH2 y TBX20, estas 
variantes son consideradas SNPs, ya que aparecen en más del 1% de la población. Asimismo, al 
utilizar programas de predicción de patogenicidad tales como PROVEAN o SIFT, demostramos que 
son mutaciones de carácter “neutro o toleradas”, es decir, su aparición no supone un incremento en 
el riesgo de padecer una enfermedad cardiovascular en el individuo afectado. Por este motivo, estas 
mutaciones no fueron incluidas en el estudio funcional porque no podían ser responsables de la 
aparición de SQTL en los sujetos afectados de la familia de estudio. 
 
3. ANÁLISIS FUNCIONAL DE LA MUTACIÓN hERG p.T152HfsX180 
 
De las tres principales variantes génicas identificadas como posibles responsables de la 
aparición de SQTL en la familia de estudio, nuestra primera hipótesis fue considerar la mutación en 
los canales hERG (p.T152HfsX180) como altamente patogénica y responsable de la aparición de la 
enfermedad. En consecuencia, se llevó a cabo un análisis funcional de dicha mutación en células 
CHO, y HL-1 y se desarrolló un modelo matemático in silico, previamente validado, con el fin de 
simular los posibles efectos producidos por la mutación sobre las características del PA ventricular 
humano. 
 
3.1. Características electrofisiológicas de la IhERG generada en células CHO 
 
 En primer lugar, se transfectaron transitoriamente células CHO con el ADNc que codifica los 
canales hERG WT (1 µg) o p.T152HfsX180 (1 µg) registrándose la IhERG generada mediante la 
técnica de patch-clamp. Para ello, se aplicaron pulsos de 5 s de duración en incrementos de 10 mV 
entre -80 y +60 mV, desde un potencial de fijación de -80 mV. Las corrientes de cierre fueron 
obtenidas al repolarizar la membrana a -60 mV durante otros 5 s (Caballero y cols., 2003; Amorós y 
cols., 2011). Todos los valores de amplitud de corriente (pA) se normalizaron al valor de la 
capacitancia (pF) de cada célula para obtener la densidad de corriente (pA/pF). Como se puede 
observar en el panel A de la Figura V.11, los canales hERG WT (n = 7 experimentos/células) 
generaron una corriente de activación lenta cuya amplitud aumentó progresivamente hasta alcanzar 
un máximo a 0 mV, para luego, a potenciales >0 mV, disminuir progresivamente. A potenciales >0 
mV la velocidad de inactivación tipo C del canal es mayor que la de activación, lo que hace que 
disminuya la corriente máxima activada. En el panel A también se observa que las células CHO 
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Figura V.11. Características electrofisiológicas de la IhERG registrada en células CHO. (A) Familias de trazos de la 
IhERG registradas en dos células CHO tras aplicar el protocolo mostrado en la parte superior y transfectadas con los 
canales hERG WT (1 µg) o p.T152HfsX180 (1 µg). (B) Familias de trazos de la IhERG registradas en dos células CHO 
tras aplicar el protocolo mostrado en la parte superior y transfectadas con los canales hERG p.T152HfsX180 (0.5 µg) o 
cotransfectadas con canales hERG WT y p.T152HfsX180 (0.5+0.5 µg). 
 
Dado que la mutación aparecía en heterocigosis en los pacientes portadores, también se 
realizaron experimentos en los que en las células CHO se cotransfectaron canales hERG WT y 
p.T152HfsX180. En estas condiciones es de esperar que la IhERG fuera como mucho la mitad de la 
generada por 1 µg de ADNc de los canales WT. Sin embargo, en algunas ocasiones los canales 
codificados por el alelo mutado producen EDN. Es decir, el péptido mutante ejerce de “proteína 
venenosa” atrapando consigo a los canales WT en el aparato de Golgi o en el retículo 
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mutaciones suelen ser responsables de fenotipos más agresivos de la enfermedad. En el panel B de 
la Figura V.11 se muestra una familia de trazos de la IhERG obtenida en células CHO transfectadas 
de forma transitoria con el ADNc que codifica los canales hERG WT (0.5 µg) o bien 
cotransfectadas con ambos canales WT + p.T152HfsX180 (0.5+0.5 µg). Sorprendentemente, la 
IhERG generada por las células cotransfectadas (n = 17 experimentos/células) no se diferenciaba de la 
generada por los canales hERG WT (1 µg) (P > 0.05). De hecho, su amplitud era el doble de la 
generada por las células transfectadas con hERG WT a la dosis de 0.5 µg (P < 0.05).  
El análisis de las cinéticas de activación y deactivación se realizó a partir del ajuste de una 
función monoexponencial a los trazos de corriente máxima generada a 0 mV y del ajuste de una 
función biexponencial a los trazos de las corrientes de cierre generados tras aplicar pulsos a +60 
mV, respectivamente. Este procedimiento permitió obtener las constantes de tiempo (τ) de 
activación y deactivación que se muestran en la Tabla V.1. Como se puede observar, la activación 
y deactivación de la IhERG generadas por la cotransfección de canales WT + p.T152HfsX180 era 
significativamente más rápida y más lenta, respectivamente que las de la IhERG generada por la 
canales WT   hERG (P<0.05) (Tabla V.1). 
 
 
Tabla V.1. Parámetros de la dependencia de tiempo y de voltaje de la IhERG registrada en células CHO 
transfectadas con hERG WT o cotransfectadas con hERG WT + p.T152HfsX180. τact, constante de tiempo de la 
cinética de activación; Vhact y kact, valores del punto medio y la pendiente de las curvas de activación; τfdeact y τsdeact, 
constantes de tiempo rápida (fast) y lenta (slow) de la cinética de deactivación. Cada valor representa la media±EEM de 
n ≥ 6 experimentos/células. *P<0.05 frente a hERG WT. 
 
Representamos también las curvas densidad de corriente-voltaje (I-V) para cada grupo 
experimental, obtenidas al medir la densidad de la IhERG al final de cada pulso en función del 
potencial del pulso aplicado (Figura V.12). Se puede observar que las curvas de densidad de 
corriente-voltaje presentan una morfología de campana, típica de los canales hERG (Sanguinetti y 
cols., 1995) confirmando que la IhERG presenta una marcada rectificación interna. Además, se 
confirma que aquellas células transfectadas únicamente con los canales hERG p.T152HfsX180 no 
generaron en absoluto corriente. Por otro lado, la densidad de la IhERG generada por las células 












hERG WT (1 g) 1887±307 -9.5±2.5 12.8±0.8 265±15 1229±91 
hERG WT + p.T152HfsX180 
(0.5 g + 0.5 g) 
1136±140* -9.1±1.6 11.1±0.6 404±58* 1571±181 
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generada por los canales hERG WT (1 µg) a ninguno de los potenciales ensayados. De hecho, al 
igual que se observa en los registros de corriente de la Figura V.11, su densidad fue el doble de la 















Figura V.12. Relaciones densidad de corriente-voltaje (I-V) de la IhERG registrada en células CHO. Las células 
fueron transfectadas con hERG WT (0.5 µg y 1 µg), hERG p.T152HfsX180 (1 µg) o cotransfectadas con ambos canales 
WT +  p.T152HfsX180 (0.5 + 0.5 µg). Cada curva fue obtenida al representar la densidad de la corriente medida al final 
del pulso en función del potencial del pulso aplicado. Cada punto representa la media±EEM de ≥ 6 
experimentos/células. *P<0.05 frente a hERG WT (1 µg) y frente a  hERG WT +  p.T152HfsX180 (0.5 + 0.5 µg).  
 
En el panel A de la Figura V.13 se muestran las curvas de activación de los canales hERG 
WT y p.T152HfsX180. Estas curvas representan la dependencia de voltaje de la transición desde el 
estado cerrado al estado abierto del canal. Las curvas se obtuvieron al representar la densidad de las 
corrientes de cierre frente al potencial de membrana del pulso previo. El ajuste de una función de 
Boltzmann a los datos permitió obtener el punto medio (Vhact) y la pendiente (kact) para cada 
experimento (Tabla V.1). Como se puede apreciar, las corrientes de cierre generadas por las células 
cotransfectadas no se diferenció de la generada por los canales hERG WT (1 µg) (P > 0.05). De 
hecho, la densidad obtenida fue significativamente mayor que la generada por células transfectadas 
con hERG WT a la dosis de 0.5 µg (P < 0.05). Asimismo, dicha densidad resultó significativamente 
mayor que aquella generada en células transfectadas únicamente con el péptido mutante (Figura 
V.13, panel B) (P<0.01). La cotransfección con hERG p.T152HfsX180 no modificó la dependencia 
de voltaje de la activación de los canales hERG WT (P>0.05) (Tabla V.1). 
 






hERG WT (1 g)
hERG WT (0.5 g) + p.T152HfsX180 (0.5 g)
hERG p.T152HfsX180 (1 g)
hERG WT (0.5 g)
* * * *
** * * * * * *
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Figura V.13. Dependencia de voltaje de la activación de la IhERG generada en células CHO. (A) Curvas de 
activación de la IhERG generada en células CHO transfectadas con hERG WT (0.5 y 1 µg), p.T152HfsX180 (1 µg) o 
cotransfectadas con ambos canales WT + p.T152HfsX180 (0.5 + 0.5µg). Cada curva fue representada a partir de la 
densidad de las corrientes de cierre en función del potencial de membrana del pulso previo. El ajuste mediante una 
función de Boltzmann a los datos permitió obtener el punto medio (Vhact) y la pendiente (kact) para cada curva. (B) 
Densidad de las corrientes de cierre registradas tras aplicar un pulso a +60 mV en células transfectadas con los canales 
hERG según se indica en el eje de abcisas. En (A) y (B) cada punto/barra representa la media±EEM de ≥6 
experimentos/células. *P<0.05 frente a hERG WT (1 µg) y frente a hERG WT + p.T152HfsX180 (0.5 + 0.5 µg).  
 
Nuestros resultados sugieren que el péptido hERG p.T152HfsX180 no ejerce un efecto 
dominante negativo sino que, por el contrario, podría estar produciendo un efecto chaperona sobre 
los canales hERG WT, aumentando la expresión de éstos en la membrana plasmática.  
 
3.2. Características electrofisiológicas de la IKr generada en células HL-1 
 
Con el fin de confirmar la existencia de un efecto chaperona, se transfectaron de manera 
transitoria células HL-1 con el ADNc que codifica los canales hERG p.T152HfsX180 a dos dosis 
diferentes (0.5 µg y 1 µg). La IKr nativa fue registrada mediante la técnica de patch-clamp al aplicar 
un protocolo de pulsos de 5 s de duración en incrementos de 10 mV entre -80 y +60 mV, desde un 
potencial de fijación a -80 mV. Las corrientes de cierre fueron obtenidas al repolarizar la membrana 
a -60 mV durante otros 5 s. Todos los valores de amplitud de corriente (pA) se normalizaron al 
valor de la capacitancia (pF) de cada célula para obtener la densidad de corriente (pA/pF). 
En aproximadamente un tercio de las células HL-1 (36%) la IKr fue la principal corriente 
repolarizante (células IKr-predominantes), mientras que en un 27% la principal corriente 
repolarizante de salida de K+ presentaba rectificación tardía y se activaba lentamente (IKs) (células 



















































hERG WT (1 g)
WT (0.5 g) + p.T152HfsX180 (0.5 g)
hERG p.T152HfsX180 (1 g)
hERG WT (0.5 g)
* * * * * *
* * * * * * * *
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que la dofetilida es un inhibidor selectivo de la IKr, ésta fue registrada en células IKr-predominantes 
e intermedias como “corriente sensible a dofetilida” (1 µM). Para ello, su amplitud se medía como 
la diferencia entre la corriente total, registrada con la solución externa carente de dofetilida, y la 
registrada en presencia de dicho fármaco.  
En la Figura V.14 se muestra una familia representativa de trazos de la IKr generada en 
células HL-1 transfectadas o no (-) con hERG p.T152HfsX180 a una dosis de 1 µg (Panel A). 
Como se puede observar, la transfección con hERG p.T152HfsX180 aumentó la amplitud de la IKr 
registrada con respecto a las células sin transfectar.  
 
 
Figura V.14. Características electrofisiológicas de la IKr generada en células HL-1. En la figura se muestra una 
familia representativa de trazos de la IKr registrada en dos células HL-1 transfectadas o no con hERG p.T152HfsX180 
(1 µg) al aplicar el protocolo mostrado en la parte superior. 
 
En el panel A de la Figura V.15 se muestran las curvas de activación de la IKr registradas en 
células HL-1 transfectadas o no con hERG p.T152HfsX180 a 0.5 µg y 1 µg. El ajuste de una 
función de Boltzmann a los datos permitió obtener el punto medio (Vhact) y la pendiente (kact) para 
cada curva (Tabla V.2). Tanto la dosis de 0.5 como de 1 μg de ADNc de p.T152HfsX180 aumentó 
significativamente la densidad de las corrientes de cierre, siendo mayor el aumento producido por la 
dosis de 1 μg. De hecho, en el panel B de la misma figura se representa la densidad de las 
corrientes de cierre generadas tras aplicar un pulso a +60 mV. Como se puede apreciar, la 
transfección con hERG p.T152HfsX180 a dosis de 0.5 y 1 µg aumentó del orden de 
aproximadamente 2 y 3 veces la densidad de las corrientes de cierre, respectivamente, con respecto 










































                                                                                                                                                 Resultados 
                                                                                                                                                                 181
Por otro lado, la transfección con el péptido mutante no modificó la dependencia de voltaje de 
la activación de la IKr a ninguna de las dosis empleadas (Tabla V.2). 
 
Figura V.15. Dependencia de voltaje de la activación de la IKr generada en células HL-1. (A) Curvas de activación 
de la IKr generada en células HL-1 transfectadas o no con hERG p.T152HfsX180 a dos dosis (0.5 y 1 µg). Cada curva 
fue representada a partir de la densidad de las corrientes de cierre en función del potencial de membrana del pulso 
previo. El ajuste mediante una función de Boltzmann a los datos permitió obtener el Vhact y la kact. (B) Densidad de las 
corrientes de cierre registradas tras aplicar un pulso a +60 mV en células HL-1 transfectadas o no con hERG 
p.T152HfsX180. En (A) y (B) cada punto/barra representa la media±EEM de “n” experimentos/células de cada grupo. * 
P<0.05 frente a células control sin transfectar y # P<0.05 frente a hERG p.T152HfsX180 (0.5 µg). 
 
El análisis de las cinéticas de activación y deactivación se realizó a partir del ajuste de una 
función monoexponencial a los trazos de corriente máxima generada a 0 mV y del ajuste de una 
función biexponencial a los trazos de las corrientes de cierre generados tras aplicar pulsos a +60 
mV, respectivamente. Este procedimiento permitió obtener las constantes de tiempo (τ) de 
activación y deactivación que se muestran en la Tabla V.2. Como se puede observar, la 
transfección con canales hERG p.T152HfsX180, tanto a 0.5 como 1 μg, aceleró y retrasó 
significativamente las cinéticas de activación y deactivación, respectivamente, de la IKr generada en 
células HL-1 (P<0.05) (Tabla V.2). 
Además, y al igual que en la densidad de las corrientes de cierre, los cambios en la 
dependencia de tiempo de la IKr dependieron de la cantidad de ADNc transfectado, de tal manera 
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hERG p.T152HfsX180 (-) 378±61 -15.7±2.2 8.6±1.0 70±9 430±49 
hERG p.T152HfsX180 (0.5 g) 222±36* -16.9±2.7 9.2±1.3 112±14* 632±86* 
hERG p.T152HfsX180 (1 g) 205±35* -15.5±.4.1 7.5±0.8 162±26* 771±98* 
 
Tabla V.2. Parámetros de la dependencia de tiempo y de voltaje de la IKr registrada en células HL-1 
transfectadas o no con hERG p.T152HfsX180. τact, constante de tiempo de la cinética de activación; Vhact y kact, 
valores del punto medio y la pendiente de las curvas de activación; τfdeact y τsdeact, constantes de tiempo rápida (fast) y 
lenta (slow) de la cinética de deactivación. Cada valor representa la media±EEM de n ≥10 experimentos/células. 
*P<0.05 frente a células HL-1 sin transfectar [hERG p.T152HfsX180 (-)]. 
 
Los resultados obtenidos en células HL-1 confirmaron, por tanto, que los canales hERG 
p.T152HfsX180 ejercen un efecto chaperona sobre los canales hERG WT aumentando la expresión 
de éstos a nivel de la membrana plasmática. 
 
3.3. Efecto de la mutación hERG p.T152HfsX180 sobre las características del PA ventricular 
humano 
 
A continuación, tratamos de predecir qué morfología tendrían los PAs ventriculares de los 
pacientes portadores en heterocigosis de la mutación hERG p.T152HfsX180 y compararla con la de 
los sujetos portadores de los dos alelos WT. Con este fin se realizó una simulación in silico 
empleando el modelo matemático de Grandi-Bers (Grandi y cols., 2010) que previamente ha sido 
validado y utilizado con fines similares (Amoros y cols., 2011; Gonzalez de la Fuente y cols., 
2013). Inicialmente se corrieron los modelos matemáticos que simulan los potenciales endocárdicos 
y epicárdicos humanos en situación “control” (con las características de la IKr generada por canales 
hERG WT) y después incluyendo todas aquellas modificaciones sobre la dependencia de tiempo y 
de voltaje de la IKr producidas por la presencia conjunta de ambas formas de los canales hERG (WT 
+ p.T152HfsX180). Se ensayaron además cuatro frecuencias de estimulación (0.1, 1, 2, y 3 Hz). En 
la parte superior del panel A de la Figura V.16 se representa la densidad de la IKr generada durante 
el PA por los canales WT o en presencia del alelo mutado. Como puede apreciarse, la densidad de 
la IKr aumenta progresivamente durante el desarrollo del PA, alcanza un pico máximo coincidiendo 
con el inicio de la fase 3 de repolarización y luego disminuye hasta anularse de forma rápida. El 
modelo demuestra que el pico máximo de la IKr generada los canales hERG WT + hERG 
p.T152HfsX180 aparece un poco antes y es discretamente mayor que el de la generada por canales 
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WT. En la parte inferior del panel A de la Figura V.16 se muestran dos PAs endocárdicos 
superpuestos generados a una frecuencia de estimulación de 0.1 Hz en situación “control” y 
considerando la presencia de la mutación p.T152HfsX180 en heterocigosis. Como se puede 
observar, la morfología de ambos PAs es prácticamente indistinguible si bien, la DPA generado por 
los canales WT + p.T152HfsX180 es un 3% más breve. 
 
 
Figura V.16. Simulación in silico del PA ventricular humano incluyendo las modificaciones sobre la dependencia 
de tiempo y de voltaje de la IKr producidas por la presencia, en heterocigosis, del mutante hERG p.T152HfsX180 
generada utilizando el modelo matemático de Grandi-Bers. (A) Trazos de la IKr (parte superior) y PAs (parte 
inferior) obtenidos a 0.1 Hz y simulados a partir del modelo matemático en células ventriculares de origen endocárdico. 
(B) Porcentaje de acortamiento de la DPA90 en PAs simulados en presencia conjunta de ambas formas de los canales 
hERG (WT + p.T152HfsX180) a frecuencias comprendidas entre 0.1 y 3 Hz en células epicárdicas y endocárdicas. 
 
Como se ha mencionado, se simularon también PAs endocárdicos y epicárdicos en la 
presencia de hERG WT + hERG p.T152HfsX180 y se representó el porcentaje de acortamiento en 
la DPA90 producido a diferentes frecuencias de estimulación comprendidas entre 0.1 y 3 Hz 
(Figura V.16, panel B). Como se puede observar el acortamiento en la DPA90 a todas las 
frecuencias analizadas era aproximadamente de un 3%. 
 
Por tanto, en base a los resultados obtenidos en el apartado 3, podemos confirmar que la 
presencia en heterocigosis de la mutación hERG p.T152HfsX180 por sí sola, no es responsable de 
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4. ANÁLISIS FUNCIONAL DE LA MUTACIÓN Tbx20 p.R311C 
 
A continuación, tratamos de analizar si el factor de transcripción Tbx20 sería capaz de regular 
la expresión de aquellos canales iónicos cardiacos implicados en la fase de repolarización del PA 
ventricular humano, como sí lo hace en corazones adultos de otras especies como la mosca y el 
ratón (Qian y cols., 2008; Shen y cols., 2011). De esta manera, la mutación en Tbx20 (p.R311C) 
podría estar implicada en la aparición de SQTL en la familia estudiada. En primer lugar se buscaron 
las secuencias específicas de unión de Tbx20 en los promotores mínimos de aquellos genes que 
codifican las diferentes subunidades que forman los canales iónicos cardiacos responsables de la 
repolarización ventricular. Para ello, empleamos las bases de datos https://epd.epfl.ch//index.php y 
https://switchgeargenomics.com/products/promoter-reporter-collection, tanto en genoma humano 
como de ratón, tratando de localizar la secuencia consenso de unión a Tbx20 “AGGTGTGA” en 
aquellas regiones de los respectivos genes comprendidas, aproximadamente, entre los nucleótidos -
800 a +200 en el caso del humano y -3000 a +200 en el caso del ratón, tomando de referencia como 
posición +1 la secuencia de inicio de transcripción. 
Como se muestra en la Tabla V.3, identificamos varios genes cuyas regiones promotoras 
presentaban secuencias consenso de unión al factor. De hecho, uno de ellos fue el gen KCNH2, en 
el cual se reveló la existencia de un sitio de unión de Tbx20 tanto en el promotor del gen humano 
como de ratón (Tabla V.3). Decidimos, por tanto, realizar un análisis funcional de los efectos de 
Tbx20, tanto WT como p.R311C, sobre la IKr generada en células HL-1, cardiomiocitos derivados 
de células madre pluripotentes inducidas humanas (hiPSC-CMs) y, desarrollamos de nuevo un 
modelo matemático in silico, con el fin de simular los posibles efectos producidos por la mutación 
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unión a Tbx20 
ABCC9 XM_005253288.2 NO NM_021042 NO 
CACNA1C XM_011521022.1 NO NM_009781 -1884 
CACNA1G NM_001256325.1 NO NM_009783.3 NO 
CACNA1H NM_021098.2 NO NM_021415.4 NO 
CACNA2D1 NM_000722.3 NO NM_009784 NO 
CACNB2 NM_201590.2 NO NM_023116 NO 
GATA4 NM_002052.3 NO NM_008092.3 NO 
GATA5 NM_080473.4 NO NM_008093.2 NO 
HCN1 NM_021072.3 NO NM_010408 NO 
HCN2 NM_00194.3 NO NM_008226 -2037 
HCN3 NM_020897.2 NO NM_008227.1 NO 
HCN4 NM_005477.2 NO NM_001081192 NO 
IRX1 NM_024337.3 NO NM_010573.2 NO 
IRX4 NM_001278632.1 NO NM_018885.2 NO 
IRX5 NM_005853.5 NO NM_018826.2 NO 
KCNE1 NM_000219.5 -544 NM_008424.3 -865/-790 
KCNE2 NM_172201.1 -467 NM_134110.3 NO 
KCNE3 NM_005472.4 NO NM_001190869.1 NO 
KCNH2 NM_000238.3 +161 NM_013569.2 +88 
KCNJ11 NM_001166290.1 -678 NM_001204411.1 NO 
KCNJ12 NM_021012.4 NO NM_010603.6 -2546 
KCNJ2 NM_000891.2 NO NM_008425 NO 
KCNJ3 NM_002239.3 NO NM_008426 NO 
KCNJ4 NM_152868.2 NO NM_008427.4 -1984 
KCNJ5 NM_000890.3 NO NM_010605.4 -2721 
KCNJ8 NM_004982.3 -572 NM_008428 -783 
KCNN3 NM_002249.5 -550 NM_080466.2 -1259 
KCNQ1 NM_000218.2 NO NM_008434 -1992/-2474 
MEF2C NM_001193350.1 NO NM_001170537.1 NO 
NKX2.5 NM_004387.3 NO NM_008700.2 NO 
SCN1B NM_001037.4 NO NM_011322 NO 
SCN2B NM_004588.4 -314 NM_001014761 -576 
SCN3B XM_011542897.1 NO NM_178227 -496 
SCN4B NM_001142348.1 NO NM_001013390 -2999/-1149 
SCN5A NM_001160161.1 NO NM_021544.4 NO 
TBX5 NM_181486.2 NO NM_011537.3 NO 
TBX20 NM_001077653.2 NO NM_194263.2 NO 
 
Tabla V.3. Identificación de secuencias consenso de unión a Tbx20 en los promotores mínimos de genes que 
codifican las diferentes subunidades que forman los canales iónicos así como diversos factores de transcripción 
que participan en la génesis del PA cardiaco. La búsqueda se realizó tanto en genoma humano como de ratón y 
empleando las bases de datos https://epd.epfl.ch//index.php y https://switchgeargenomics.com/products/promoter-
reporter-collection. Se buscó la secuencia consenso de unión  a Tbx20 “AGGTGTG” en aquellas regiones de los 
respectivos genes comprendidas, aproximadamente, entre los nucleótidos -800 a +200 en el caso del humano y -3000 a 
+200 en el caso del ratón, tomando de referencia como posición +1 la secuencia de inicio de transcripción. La 
referencia NM/XM de cada transcrito fue obtenida a partir de la base de datos RefSeq 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/). La región promotora del gen KCNJ2 de rata (XM_006247567.2) no exhibe 
secuencia consenso de unión a Tbx20. 
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4.1. Análisis funcional del efecto de Tbx20 sobre la IKr generada en células HL-1. Estudio 
electrofisiológico 
 
La IKr nativa fue registrada mediante la técnica de patch-clamp en células HL-1 transfectadas 
o no de manera transitoria con el ADNc que codifica Tbx20 WT (2 µg) o Tbx20 p.R311C (2 µg). 
La IKr fue medida como corriente sensible a dofetilida (1 µM) en aquellas células HL-1 IKr-
predominantes e intermedias. El porcentaje de células con estas características no resultó 
modificado por la transfección con Tbx20 (39% y 33% en presencia de WT y 39% y 28% en 
presencia de p.R311C, respectivamente). Asimismo, la transfección con los respectivos plásmidos 
no modificó en ningún caso la capacitancia celular (60.8 ± 7.2 pF con Tbx20 WT y 65.6 ± 9.4 pF 
con Tbx20 p.R311C) con respecto a las células HL-1 sin transfectar (55.2 ± 9.0 pF) (P>0.05).  Los 
registros se llevaron a cabo aplicando un protocolo de pulsos de 5 s en incrementos de 10 mV entre 
-80 y +60 mV desde un potencial de fijación de -80 mV. Las corrientes de cierre fueron obtenidas al 
repolarizar la membrana a -60 mV durante otros 5 s. Todos los valores de amplitud de corriente 
(pA) se normalizaron al valor de la capacitancia (pF) de cada célula para obtener la densidad de 
corriente (pA/pF).  
En la Figura V.17 se muestra una familia representativa de trazos de la IKr generada en tres 
células HL-1 transfectadas o no con Tbx20 WT o mutado. Como se puede observar, la transfección 
con Tbx20 WT produjo un aumento de la amplitud de la corriente máxima  y de las corrientes de 
cierre con respecto a células HL-1 sin transfectar. Sorprendentemente, Tbx20 p.R311C no sólo no 
aumentó, sino que disminuyó tanto la amplitud de la corriente máxima como la de las corrientes de 
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Figura V.17. Características electrofisiológicas de la IKr generada en células HL-1. Familias de trazos de la IKr 
registrada en tres células HL-1 transfectadas o no con Tbx20 WT (2 µg) o Tbx20 p.R311C (2 µg) tras aplicar el 
protocolo mostrado en la parte superior. 
 
El análisis de las cinéticas de activación y deactivación se realizó a partir del ajuste de una 
función monoexponencial al trazo de corriente máxima generada a 0 mV y del ajuste de una función 
biexponencial al trazo de las corrientes de cierre generado tras aplicar un pulso a +60 mV, 
respectivamente. Este procedimiento permitió obtener las constantes de tiempo (τ) de activación y 
deactivación que se muestran en la Tabla V.4. Como se puede observar, ninguna de las formas de 
Tbx20 (WT o mutado) modificó la dependencia de tiempo de la activación ni la de la deactivación 




Tabla V.4. Parámetros de la dependencia de tiempo y de voltaje de la IKr registrada en células HL-1 
transfectadas o no con Tbx20 WT (2 µg) o Tbx20 p.R311C (2 µg). τact, constante de tiempo de la cinética de 
activación; Vhact y kact, valores del punto medio y la pendiente de las curvas de activación; τfdeact y τsdeact, constantes de 














Tbx20 (-) 518±77 -10.7±3.6 7.7±1.7 179±29 1168±169 
Tbx20 WT 486±75 -12.2±3.8 7.8±0.7 150±19 1142±157 
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Asimismo, los registros de corriente nos permitieron representar las curvas densidad de 
corriente-voltaje (I-V) para cada grupo experimental. Estas curvas fueron obtenidas al medir la 
densidad de la IKr al final de cada pulso en función del potencial del pulso aplicado (Figura V.18). 
Como se puede apreciar, la IKr generada en células transfectadas con Tbx20 WT aumentó 
significativamente con respecto a las células HL-1 sin transfectar a potenciales comprendidos entre 
-20 y +20 mV (P < 0.05). Por el contrario, la transfección con Tbx20 p.R311C disminuyó la 
densidad de corriente con respecto a células sin transfectar o transfectadas con Tbx20 WT, siendo 














Figura V.18. Relaciones densidad de corriente-voltaje (I-V) de la IKr registrada como corriente sensible a 
dofetilida en células HL-1 transfectadas o no con Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. Cada curva fue obtenida al 
representar la densidad de la corriente medida al final del pulso en función del potencial del pulso aplicado. Cada punto 
representa la media±EEM de “n” experimentos/células. *P<0.05 frente a células sin transfectar [Tbx20 (-)] y #P<0.05 
frente a Tbx20 WT.  
 
En el panel A de la Figura V.19 se muestran las curvas de activación de la IKr obtenidas al 
representar la densidad de las corrientes de cierre frente al potencial de membrana del pulso previo. 
El ajuste de una función de Boltzmann a los datos permitió obtener el punto medio (Vhact) y la 
pendiente (kact) para cada experimento (Tabla V.4). Como puede observarse, Tbx20 WT aumentó 
de forma significativa la densidad de las corrientes de cierre generadas tras aplicar pulsos 
comprendidos entre -10 y +60 mV con respecto a células HL-1 sin transfectar (P<0.05). En cambio, 
Tbx20 p.R311C fue incapaz de aumentar la densidad de las corrientes de cierre. Es más, dicha 
densidad no solo no aumentó sino que disminuyó con respecto a la generada en células sin 
transfectar o transfectadas con Tbx20 WT. En este último caso además dicha disminución fue 
significativa a potenciales de membrana positivos (Figura V.19 panel A) (P<0.05). En el panel B 
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de la misma figura se muestran igualmente las curvas de activación pero representando la densidad 
de las corrientes de cierre normalizada en cada caso al valor máximo de corriente en función del 
potencial de membrana del pulso previo. Como puede apreciarse, ni Tbx20 WT ni mutado 
modificaron la dependencia de voltaje de la activación de la IKr (Figura V.19 y Tabla V.4) (P > 
0.05). De hecho, en la Figura V.19B se muestran las curvas de activación registradas en presencia y 
en ausencia de Tbx20 WT y p.R311C normalizadas a la amplitud máxima y, como puede 
observarse, éstas se superponen casi completamente lo que demuestra que presentan valores no 






















Figura V.19. Dependencia de voltaje de la activación de la IKr generada en células HL-1 transfectadas o no con 
Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. (A) Curvas de activación obtenidas al representar la densidad de las corrientes de cierre 
en función del potencial de membrana del pulso previo. (B) Curvas de activación normalizadas al valor máximo de 
corriente en función del potencial de membrana del pulso previo. Tanto en A como en B, el ajuste mediante una función 
de Boltzmann a los datos permitió obtener el Vhact y la kact de cada curva. Cada punto representa la media±EEM de “n” 
experimentos/células. *P<0.05 frente a células sin transfectar [Tbx20 (-)] y #P<0.05 frente a Tbx20 WT. 
 
4.2. Efecto de Tbx20 sobre los niveles de expresión de los canales hERG en células HL-1. 
Ensayo de WB 
 
Con el fin de determinar si los cambios observados en la IKr en presencia de Tbx20 son 
debidos a variaciones en los niveles de expresión de los canales hERG realizamos un análisis 
mediante WB en células HL-1 transfectadas o no con Tbx20 WT (2 µg) o Tbx20 p.R311C (2 µg). 
En la Figura V.20 se muestra la imagen representativa de WB (panel A, izquierda) donde se 
puede apreciar que aparecen dos bandas, una a un peso aproximado de 155 kDa, correspondiente a 
la forma totalmente glicosilada, y otra a 135 kDa, correspondiente a la forma parcialmente 
glicosilada, y por tanto más inmadura, de los canales hERG (ambas son indicadas con flechas, 
                                                                                                                                                 Resultados 
                                                                                                                                                                 190
respectivamente). Para confirmar que dichas bandas correspondían con las subunidades hERG, 
empleamos un quinto carril del WB para incubar una muestra de células HL-1 sin transfectar con el 
respectivo Ac primario anti-hERG más el péptido antigénico utilizado como control. Este péptido es 
capaz de unirse al Ac utilizado, impidiendo que éste se una de manera específica a los canales 
hERG. De este modo, aquella o aquellas bandas que no aparezcan en este carril control pero sí en el 
resto de los carriles del WB, corresponderán con hERG. 
Como se muestra en la imagen de WB, las bandas correspondientes a hERG son más intensas 
en células transfectadas con Tbx20 WT (carril 3) pero no en aquellas transfectadas con Tbx20 
p.R311C (carril 4), con respecto a la de las células sin transfectar (carril 2). En el panel B de la 
misma figura se representa el análisis densitométrico con la expresión de canales hERG 
normalizada a la cantidad de proteína total presente en cada carril del gel de electroforesis (panel A, 
derecha). Como se puede observar los resultados demuestran que Tbx20 WT aumentó, mientras 
que Tbx20 p.R311C disminuyó de forma significativa la expresión de canales hERG en células HL-




Figura V.20. Western blot (WB) para detectar la expresión de canales hERG en células HL-1 transfectadas o no 
con Tbx20 WT o p.R311C. (A) Membrana de WB (izquierda) y gel de electroforesis con proteína total utilizado como 
control de carga (derecha). Las flechas rojas indican la presencia de subunidades hERG (una a 155 kDa 
correspondiente a la forma totalmente glicosilada y otra a 135 kDa, correspondiente a la forma parcialmente glicosilada, 
y por tanto más inmadura, de la proteína). La muestra del último carril de la derecha fue transferida a la membrana a 
partir del mismo gel pero, posteriormente, fue separada (línea continua) con el fin de incubarla con el respectivo 
anticuerpo primario más el péptido antigénico. El primer carril empezando por la izquierda corresponde con el patrón 
de pesos moleculares (Precision Plus Protein Standards All Blue, 10-250 kDa). (B) Análisis densitométrico de las 
bandas de hERG normalizadas a la cantidad de proteína total presente en cada carril del gel de electroforesis. Los 
valores de “N” representan el número de experimentos/placas utilizados en cada grupo. *P<0.05 frente a células sin 
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Como se ha mencionado en el apartado de Introducción, diversos estudios han sugerido que 
los canales que generan la IKr nativa en el miocardio adulto humano están formados por 
subunidades principales hERG asociadas a la subunidad auxiliar MiRP1, codificada por el gen 
KCNE2 (Abbott y cols., 1999; Nerbonne, 2000). Por tanto, llevamos a cabo un segundo análisis de 
WB con el fin de identificar si Tbx20 sería capaz de regular los niveles de expresión de esta 
subunidad accesoria. 
De nuevo, se utilizaron células HL-1 transfectadas o no con Tbx20 WT (2 µg) o Tbx20 
p.R311C (2 µg). En la Figura V.21 se muestra la imagen del WB (panel A, izquierda) en la que 
MiRP1 aparece con un peso aproximado de 25 kDa (indicado con una flecha), así como un gráfico 
de barras (panel B) en el que se detalla el análisis densitométrico de la expresión de dicha proteína 
normalizada a la cantidad de proteína total presente en cada carril del gel de electroforesis (panel A, 
derecha). Como se puede observar en ambos paneles, ni Tbx20 WT ni Tbx20 p.R311C fueron 
capaces de modificar los niveles de expresión de MiRP1 con respecto a células HL-1 sin transfectar 
(P>0.05).  
Este resultado no es del todo sorprendente, ya que este ensayo fue realizado en células HL-1, 
cuyo origen es murino, y como se muestra en la tabla Tabla V.3 en el promotor mínimo del gen 




Figura V.21. Western blot (WB) para detectar la expresión de MiRP1 en células HL-1 transfectadas o no con 
Tbx20 WT o p.R311C. (A) Membrana de WB (izquierda) y gel de electroforesis con proteína total utilizado como 
control de carga (derecha). La flecha roja indica la presencia de la proteína MiRP1 (alrededor de 25 kDa). El último 
carril de la derecha corresponde con el patrón de pesos moleculares (Precision Plus Protein Standards All Blue, 10-250 
kDa). (B) Análisis densitométrico de las bandas de MiRP1 obtenidas por WB y normalizadas a la cantidad de proteína 
total presente en cada carril del gel de electroforesis. Los valores de “N” representan el número de experimentos/placas 
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4.3. Efecto del silenciamiento de Tbx20 sobre la IKr generada en células HL-1 
 
Los resultados obtenidos hasta ahora sugieren que Tbx20 ejerce un efecto pro-transcripcional 
sobre el gen kcnh2 murino. A continuación, registramos la IKr en células HL-1 en las que el factor 
Tbx20 endógeno fue silenciado mediante la infección con partículas lentivirales portadoras de 
shRNAs diseñados específicamente para ello (ver secuencias en Materiales y Métodos). Como 
control, empleamos células HL-1 infectadas con lentivirus portando un shRNA scrambled el cual no 
presentaba ninguna secuencia complementaria a ningún ARNm endógeno celular. Todos los 
vectores además codificaban GFP que permitió identificar mediante microscopía de fluorescencia 
las células infectadas.  
Previamente a la realización de los experimentos electrofisiológicos, se llevó a cabo un WB en 
células HL-1 infectadas durante 48 horas con los shRNAs para el silenciamiento de Tbx20 o con el 
shRNA scrambled (Figura V.22). Como se puede apreciar en la membrana del WB (Figura V.22, 
panel A izquierda), Tbx20 aparece como una banda con un peso aproximado de 55 kDa (indicado 
con una flecha). Se puede observar que, en aquellas células infectadas con los shRNAs (carril 3), la 
banda correspondiente al factor es mucho menos intensa que en la muestra de células control 
infectadas con el shRNA scrambled (carril 2). Efectivamente, al realizar el análisis densitométrico 
de las respectivas bandas (Figura V.22, panel B), normalizadas a la cantidad de proteína total 
presente en cada carril del gel de electroforesis (panel A, derecha), observamos que a las 48 horas 
post-infección, la expresión de Tbx20 en presencia de los shRNAS específicos para su 
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Figura V.22. Western blot (WB) demostrando el silenciamiento de Tbx20 en células HL-1. Las células fueron 
infectadas durante 48 horas con lentivirus portando shRNAs específicos para silenciar Tbx20 (carril 3) o un shRNA 
scrambled utilizado como control (carril 2). (A) Membrana de WB (izquierda) y gel de electroforesis con proteína total 
utilizado como control de carga (derecha). La flecha roja indica la presencia del factor Tbx20 (alrededor de 55 kDa). El 
primer carril corresponde con el patrón de pesos moleculares (Precision Plus Protein Standards All Blue, 10-250 kDa). 
(B) Análisis densitométrico de las bandas de Tbx20 normalizadas a la cantidad de proteína total presente en cada carril 
del gel de electroforesis. Los valores de “N” representan el número de experimentos/placas utilizados en cada grupo. 
*P<0.01 frente a células infectadas con shRNA scrambled. 
 
Tras confirmar que los shRNAS silenciaban de manera específica la expresión de Tbx20, se 
llevó a cabo el correspondiente análisis electrofisiológico. En el panel A de la Figura V.23 se 
muestra una familia representativa de trazos de la IKr generada en dos células HL-1 infectadas con 
lentivirus portando el shRNA scrambled o los shRNAs para silenciar Tbx20. Los registros se 
llevaron a cabo mediante la técnica de patch-clamp en aquellas células HL-1 IKr-predominantes 
aplicando un protocolo de pulsos de 5 s en incrementos de 10 mV entre -80 y +60 mV desde un 
potencial de fijación de -40 mV. Las corrientes de cierre fueron obtenidas al repolarizar la 
membrana a -60 mV durante otros 5 s. Como se puede observar en este panel, tanto la amplitud de 
la corriente como las corrientes de cierre disminuyeron en ~ 75% en aquellas células en las que 
Tbx20 fue silenciado. Es más, como se muestra en las curvas de activación representadas a partir de 
la densidad de las corrientes de cierre en función del potencial de membrana del pulso previo 
(Figura V.23, panel B), el silenciamiento de Tbx20 disminuyó significativamente la densidad de 
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Figura V.23. Efecto del silenciamiento de Tbx20 sobre la IKr en células HL-1. Las células fueron infectadas durante 
48 horas con lentivirus portando shRNAs específicos para el silenciamiento de Tbx20 o un shRNA scrambled utilizado 
como control. (A) Familias de trazos de la IKr registradas en dos células HL-1 IKr-predominantes en las que se silenció o 
no la expresión de Tbx20. (B) Curvas de activación de la IKr representadas como la densidad de las corrientes de cierre 
en función del potencial de membrana del pulso previo. El ajuste mediante una función de Boltzmann a los datos 
permitió obtener el Vhact y la kact de cada curva. Los valores de “n” representan el número de células de cada grupo. 
*P<0.05 frente a células infectadas con shRNAs scrambled. 
 
El ajuste de una función de Boltzmann a los datos de cada curva de activación permitió 
obtener el punto medio (Vhact) y la pendiente (kact) para cada experimento (Tabla V.5). Como se 
puede apreciar, el silenciamiento de Tbx20 no modificó la dependencia de voltaje de la IKr con 
respecto a  las células infectadas con lentivirus portando shRNA scrambled (P>0.05). 
El análisis de las cinéticas de activación y deactivación se llevó a cabo ajustando una función 
monoexponencial a los trazos de corriente máxima generada a 0 mV y una función biexponencial a 
los trazos de las corrientes de cierre generados tras aplicar un pulso a +60 mV, respectivamente. 
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se muestran en la Tabla V.5. El silenciamiento de Tbx20 no modificó la dependencia de tiempo de 
la IKr con respecto a  las células infectadas con shRNA scrambled (P>0.05). 
 
 
Tabla V.5. Parámetros de la dependencia de tiempo y de voltaje de la IKr registrada en células HL-1 infectadas 
con lentivirus portando shRNAs específicos para el silenciamiento de Tbx20 o un shRNA scrambled utilizado 
como control. τact, constante de tiempo de la cinética de activación; Vhact y kact, valores del punto medio y la pendiente 
de las curvas de activación; τfdeact y τsdeact, constantes de tiempo rápida (fast) y lenta (slow) de la cinética de 
deactivación. Cada valor representa la media±EEM de n ≥5 experimentos/células. 
 
Los resultados del silenciamiento sugieren, por tanto, que el factor de transcripción Tbx20 
ejerce un efecto pro-transcripcional sobre el promotor del gen kcnh2 de ratón. 
A partir de aquí, nuestro siguiente objetivo fue averiguar si Tbx20 sería capaz de regular los 
niveles de expresión del gen KCNH2 no sólo en ratón, sino también en el miocardio humano, con el 
fin de identificar el grado de implicación de la mutación Tbx20 p.R311C en la aparición de SQTL 
en la familia estudiada. Para ello, llevamos a cabo un abordaje experimental en el que incluimos un 
ensayo de detección de la actividad luciferasa bajo control del promotor del gen KCNH2 humano, 
una simulación in silico empleando el modelo matemático Grandi-Bers del PA ventricular humano 
y un estudio electrofisiológico en hiPSC-CMs. 
 
4.4. Efecto de Tbx20 sobre el gen KCNH2 humano en células HL-1. Ensayo de detección de la 
actividad luciferasa 
 
Con el fin de determinar si Tbx20, tanto WT como p.R311C, regula la transcripción del gen 
KCNH2 humano, llevamos a cabo un ensayo de detección de la actividad luciferasa. Como se ha 
mencionado al inicio del apartado 4, la región promotora de este gen posee una secuencia específica 
de unión a Tbx20 (Tabla V.3). 
El fundamento de este tipo de ensayo consiste en la utilización del gen de la luciferasa como 
gen reportero precedido por una región promotora de la cual se pretende describir su rendimiento o 
capacidad transcripcional de forma cuantitativa. De esa forma, el efecto producido por la unión del 
factor de trascripción al promotor regulará la transcripción del gen de la luciferasa y el efecto se 












shRNA scrambled 526±69 -9.5±3.8 8.1±3.9 163±32 1203±145 
shRNA Tbx20 499±83 -9.0±2.9 7.9±1.6 178±29 1154±203 
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La cantidad de luz emitida por la reacción oxidativa será directamente proporcional al grado de 
funcionalidad del promotor de estudio (Cevenini y cols., 2016). En nuestro caso, se procedió a 
realizar el ensayo en células HL-1 transfectadas transitoriamente con el vector de expresión del 
enzima luciferasa pLightSwitch_Prom portando el promotor mínimo del gen KCNH2 humano. 
Además, las células fueron transfectadas con un vector vacío [Tbx20 (-)] utilizado como control o 
con el vector codificando Tbx20 WT o p.R311C. En estos ensayos, el factor de transcripción Sp1 se 
utilizó como control positivo ya que, como ha sido descrito en el apartado de Introducción, el 
promotor del gen KCNH2 posee diversas secuencias específicas de unión a dicho factor. 
En la Figura V.24 se muestra un gráfico de barras con los niveles de actividad luciferasa 
detectados, normalizados a la actividad luciferasa basal presente en las células control. Como se 
puede apreciar, el factor Sp1 y Tbx20 WT, pero no Tbx20 p.R311C, aumentaron de forma 
significativa los niveles de actividad del enzima en relación a las células control [Tbx20 (-)] (P < 
0.01). Por tanto, Tbx20 WT, no su forma mutada, es capaz de ejercer un efecto pro-transcripcional 
sobre el promotor mínimo del gen KCNH2 humano. 
Con el fin de determinar si la mutación en Tbx20 afecta la unión del factor a la región 
promotora de KCNH2, realizamos de nuevo un ensayo de luciferasa pero esta vez cotransfectando 
las células HL-1 con Tbx20 WT + Tbx20 p.R311C en una relación 1:1 (Figura V.24). 
Sorprendentemente, cuando ambas formas del factor se expresan de manera conjunta, el efecto pro-
transcripcional sobre KCNH2 disminuye significativamente en relación al producido por Tbx20 WT 
(P < 0.05), pero aumenta de forma significativa con respecto a las células control (P < 0.05). Este 
resultado sugiere que Tbx20 p.R311C, al igual que la forma WT, va a ser capaz de unirse a la 
secuencia consenso del promotor del gen KCNH2 humano. Es más, estos resultados sugieren que, 
cuando ambas formas están presentes al mismo tiempo, van a competir por su unión al promotor de 
manera que la ocupación del sitio de unión por una de ellas, impide que la otra se una, y viceversa.  
Curiosamente, la transfección con Tbx20 p.R311C no disminuyó la actividad luciferasa basal 
con respecto a la registrada en condiciones control [Tbx20 (-)]. Este resultado puede deberse a que 
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Figura V.24. Ensayo de detección de la 
actividad luciferasa en células HL-1. Las 
células fueron transfectadas con el vector de 
expresión del enzima luciferasa portando el 
promotor mínimo del gen humano KCNH2. 
Además, las células fueron transfectadas con 
un vector vacío [Tbx20 (-)], con el vector que 
codifica Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C, o 
cotransfectadas con Tbx20 WT + Tbx20 
p.R311C. El factor de transcripción Sp1 se 
utilizó como control positivo en el ensayo. La 
actividad luciferasa obtenida se normalizó a la 
actividad luciferasa basal presente en las 
células control. Cada barra representa la 
media±EEM de “N” experimentos/placas. 
*P<0.05 frente a Tbx20 (-), **P<0.01 frente a 
Tbx20 (-) y #P<0.05 frente a Tbx20 WT. 
 
4.5. Efecto de la mutación Tbx20 p.R311C sobre las características del PA ventricular 
humano 
 
A continuación, quisimos predecir qué morfología tendrían los PAs ventriculares de los 
pacientes portadores de la mutación Tbx20 p.R311C en heterocigosis y compararla con la de los 
sujetos portadores de la forma WT. Con este fin se realizó, al igual que en el apartado 3.3, una 
simulación in silico empleando el modelo matemático de Grandi-Bers del PA ventricular 
endocárdico humano. Inicialmente, el modelo se simuló en situación “control” (con las 
características de la IKr generada en ausencia de Tbx20) y después incluyendo todas aquellas 
modificaciones sobre la dependencia de tiempo y de voltaje de la IKr producidas por la sobre-
expresión de Tbx20 WT o p.R311C. En todos los casos, los modelos fueron ensayados a una 
frecuencia de estimulación de 0.1 Hz. En la parte superior de la Figura V.25, se representa la 
densidad de la IKr generada durante el PA en la situación “control”, y en presencia del factor en su 
forma WT o mutada. Como puede apreciarse, la densidad de la IKr aumenta progresivamente 
durante el desarrollo del PA, alcanza un pico máximo coincidiendo con el inicio de la fase 3 de 
repolarización y luego disminuye hasta anularse de forma rápida. El modelo demuestra que el pico 
máximo de la IKr generada en presencia de Tbx20 WT aparece antes y es considerablemente mayor 
que el de la generada en la situación “control”. Por el contrario, en presencia de Tbx20 p.R311C el 
pico de corriente aparece más tarde y con una amplitud notoriamente menor que la generada en 
ausencia del factor. En la parte inferior de la Figura V.25 se muestran tres PAs endocárdicos 
superpuestos generados a una frecuencia de estimulación de 0.1 Hz en situación “control” y 










































































                                                                                                                                                 Resultados 
                                                                                                                                                                 198
WT acortó la DPA50 y la DPA90 como consecuencia del aumento de la amplitud de la IKr. Por el 
contrario, Tbx20 p.R311C prolongó la DPA50 y la DPA90 (en un 25% y un 23%, respectivamente, 
en relación a Tbx20 WT) debido a la disminución producida de la conductancia de la IKr (Figura 


















Figura V.25. Simulación in silico del modelo matemático de Grandi-Bers del PA ventricular endocárdico 
humano incluyendo las modificaciones sobre la dependencia de tiempo y de voltaje de la IKr producidas por la 
presencia de Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. Trazos de la IKr (parte superior) y PAs (parte inferior) obtenidos a 0.1 
Hz y simulados a partir del modelo matemático en células ventriculares de origen endocárdico. 
 
Asimismo, con el fin de reproducir correctamente la condición genética del probando, 
llevamos a cabo una segunda simulación pero, esta vez, incluyendo todas aquellas modificaciones 
sobre la dependencia de tiempo y de voltaje de la IKr producidas por la presencia conjunta de las 
mutaciones hERG p.T152HfsX180 y Tbx20 p.R311C, ambas en heterocigosis. En este caso, nuestra 
condición “control” se simuló a partir de las características de la IKr generada en presencia 
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En la parte superior del panel A de la Figura V.26 se representa la densidad de la IKr 
generada durante el PA por los canales mutantes solos o en presencia de Tbx20 p.R311C. De 
nuevo, la densidad de la IKr aumenta progresivamente durante el desarrollo del PA, alcanza un pico 
máximo coincidiendo con el inicio de la fase 3 de repolarización y luego disminuye hasta anularse 
de forma rápida. El modelo demuestra que el pico máximo de la IKr generada por los canales hERG 
p.T152HfsX180 en presencia de Tbx20 mutado aparece después y es notablemente menor que el 
generado por la condición “control”. En la parte inferior del panel A de esta misma figura, se 
muestran superpuestos dos PAs endocárdicos generados a una frecuencia de estimulación de 0.1 Hz 
considerando la presencia de la mutaciones hERG p.T152HfsX180 en ausencia y presencia de 
Tbx20 p.R311C, ambas en heterocigosis. Como se puede observar, Tbx20 p.R311C prolongó la 
DPA en presencia del canal hERG mutante, como consecuencia de la disminución producida en la 
IKr (Figura V.26 panel A, parte superior). 
 
 
Figura V.26. Simulación in silico del PA ventricular humano incluyendo las modificaciones sobre la dependencia 
de tiempo y de voltaje de la IKr producidas por la presencia de hERG p.T152HfsX180 + Tbx20 p.R311C 
generada mediante el modelo matemático de Grandi-Bers. (A) Registro de la IKr (parte superior) y PAs (parte 
inferior) simulados a 0.1 Hz en células de origen endocárdico. La situación “control” se simuló a partir de las 
características de la IKr generada en presencia únicamente de la mutación en hERG (B) Porcentaje de prolongación de la 
DPA90 en PAs simulados por la presencia conjunta de las mutaciones en hERG y Tbx20 en células epicárdicas y 
endocárdicas a frecuencias de estimulación de 0.1,1 y 3 Hz. 
 





































































hERG p.T152HfsX180 + Tbx20 p.R311C 
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Asimismo, se simularon también PAs endocárdico y epicárdico generados por los canales 
mutados p.T152HfsX180 (en heterocigosis) y en presencia de Tbx20 p.R311C y se representó el 
porcentaje de prolongación en la DPA90 producido a tres frecuencias de estimulación (0.1, 1 y 3 Hz) 
(Figura V.26, panel B). Como se puede observar, la prolongación de la DPA90 fue mayor en 
células endocárdicas que epicárdicas y, en ambos casos, el efecto fue más marcado a frecuencias 
lentas de estimulación que a rápidas. 
 
4.6. Análisis funcional del efecto de Tbx20 sobre la IKr y PAs generados en hiPSC-CMs 
 
Una vez determinado el efecto de Tbx20, tanto WT como p.R311C, sobre la IKr generada en 
células HL-1 y sobre las características del PA ventricular humano simulado a partir del modelo 
matemático, tratamos de extrapolar los resultados obtenidos a un modelo fisiológicamente más 
relevante. La utilización de ratones modificados genéticamente no pudo ser una opción ya que los 
corazones de ratones adultos no generan IKr (Nerbonne, 2000). Además, y por razones éticas, en este 
momento no podemos disponer de miocitos ventriculares humanos procedentes de corazones de 
individuos sanos. En consecuencia, el efecto de Tbx20 fue analizado en hiPSC-CMs (cardiomyocytes 
derived from human induced pluripotent stem cells). Actualmente, las hiPSC-CMs representan uno 
de los modelos más utilizados para el estudio de las corrientes iónicas implicadas en el desarrollo del 
PA cardiaco humano (Hoekstra y cols., 2012; Karakikes y cols., 2015; Altomare y cols., 2016; 
Casini y cols., 2017; Perez-Hernandez y cols., 2018; Wei y cols., 2018).  
Las hiPSC-CMs fueron diferenciadas y maduradas aplicando un protocolo optimizado para la 
obtención de células con un fenotipo semejante al que muestran los cardiomiocitos ventriculares 
humanos (Herron y cols., 2016; Perez-Hernandez y cols., 2018). Una vez los hiPSC-CMs habían 
sido madurados, procedimos a su infección durante 48 horas con lentivirus portando vectores 
específicos para la expresión de Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. Dichos vectores, además, codificaban 
GFP, lo que permitía identificar mediante microscopía de fluorescencia las células infectadas. 
La IKr nativa fue registrada como corriente sensible a dofetilida (1 µM) aplicando un protocolo 
de pulsos de 5 s en incrementos de 10 mV desde un potencial de fijación de -60 mV a potenciales 
entre -40 y +60 mV. Las corrientes de cierre fueron obtenidas al repolarizar la membrana a -60 mV 
durante otros 5 s. Todos los valores de amplitud de corriente (pA) se normalizaron al valor de la 
capacitancia (pF) de cada célula para obtener la densidad de corriente.  
En la Figura V.27 se muestran trazos de las corrientes de cierre de la IKr nativa registrada en 
un hiPSC-CM sin infectar (panel A) así como las curvas de activación de la IKr registrada en 
hiPSC-CMs infectados o no con los constructos lentivirales codificando Tbx20 WT o mutado 
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(panel B). Dichas curvas fueron obtenidas al representar la densidad de las corrientes de cierre en 
función del potencial de membrana del pulso previo. El ajuste de una función de Boltzmann a los 
datos permitió obtener el punto medio (Vhact) y la pendiente (kact) para cada experimento (Tabla 
V.6).  
Como se puede observar, en aquellas células infectadas con Tbx20 WT, la densidad de las 
corrientes de cierre aumentó de forma significativa con respecto a las células control sin infectar 
[Tbx20 (-)] a potenciales entre +10 y +60 mV (P<0.05). Por el contrario, Tbx20 p.R311C 
disminuyó significativamente la densidad de las corrientes de cierre a potenciales entre +20 y +60 
mV en relación a las células sin infectar o infectadas con Tbx20 WT (en este caso la disminución 
fue de aproximadamente un 60%) (P<0.05 en ambos casos). 
Ni Tbx20 WT ni Tbx20 p.R311C modificaron la dependencia de voltaje de la activación de la 
IKr (Tabla V.6). 
 
 
Figura V.27. Trazos de las corrientes de cierre (A) y curvas de activación (B) de la IKr registrada como corriente 
sensible a dofetilida en hiPSC-CMs infectadas o no con lentivirus portando Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. En (A) 
se muestran las corrientes de cierre generadas en un hiPSC-CMs sin infectar [Tbx20 (-)] al aplicar el protocolo 
mostrado en la parte superior del panel. En (B) las curvas de activación fueron obtenidas al representar la densidad de 
las corrientes de cierre en función del potencial de membrana del pulso previo. El ajuste mediante una función de 
Boltzmann a los datos permitió obtener el Vhact y la kact para cada curva. Cada punto representa la media±EEM de “n” 
experimentos/células. *P<0.05 frente a Tbx20 (-) y #P<0.05 frente a Tbx20 WT. 
 
El análisis de la cinética de deactivación se realizó a partir del ajuste de una función 
monoexponencial a los trazos de las corrientes de cierre generados tras aplicar pulsos a +60 mV, 
obteniendo con ello la respectiva constante de tiempo (τdeact) que se muestra en la Tabla V.6. Como 
se puede observar, ni Tbx20 WT ni p.R311C modificaron la cinética de deactivación de la IKr 
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Tabla V.6. Parámetros de la dependencia de tiempo y de voltaje de la IKr registrada en hiPSC-CMs infectadas o 
no con lentivirus portando vectores que codifican Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. Vhact y kact, valores del punto medio 
y la pendiente de las curvas de activación; τdeact, constante de tiempo de la cinética de deactivación. Cada valor 
representa la media±EEM de n ≥7 experimentos/células. 
 
A continuación, analizamos el efecto de la mutación Tbx20 p.R311C sobre las características 
de los PAs registrados en hiPSC-CMs en células estimuladas a la frecuencia de 1 Hz (Herron y 
cols., 2016).  
Las hiPSC-CMs son células que, a pesar de ser sometidas al correspondiente protocolo de 
maduración durante su crecimiento y diferenciación presentan un fenotipo inmaduro caracterizado 
por la baja expresión de canales Kir2.1 encargados de generar la corriente de potasio con 
rectificación interna (IK1) (Meijer van Putten y cols., 2015; Verkerk y cols., 2017). Debido a ello, 
las hiPSC-CMs presentan un potencial de reposo significativamente más despolarizado que 
contribuye a que dichas células presenten actividad automática (Veerman y cols., 2015; Verkerk y 
cols., 2017).  
En el panel A de la Figura V.28 se muestran tres trazos superpuestos de PAs registrados a 1 
Hz en hiPSC-CMs infectadas o no con los constructos lentivirales codificando Tbx20 WT o 
p.R311C. Como se puede apreciar, la infección con Tbx20 WT acortó, mientras que Tbx20 
p.R311C prolongó de forma muy marcada la DPA50 y la DPA90 con respecto a las células sin 
infectar. Es más, si observamos el gráfico de barras en el que se representa la DPA90 de los tres 
grupos de células (Figura V.28, panel B) podemos observar que Tbx20 WT produjo un 
acortamiento significativo de la DPA90 (P<0.05) mientras que Tbx20 p.R311C prolongó 
significativamente la DPA90 (P<0.05 en ambos casos). No obstante, ninguna de las formas de 
Tbx20 modificó ni el PDM ni la APA con respecto a las células sin infectar (en el caso de la 









Tbx20 (-) 2.4±1.9 7.2±3.6 357±80 
Tbx20 WT 4.5±2.0 7.4±1.6 280±47 
Tbx20 p.R311C 1.7±2.5 7.5±0.6 398±86 
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Figura V.28. Características de los PAs registrados en hiPSC-CMs infectadas o no con lentivirus portando 
Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. (A) Trazos superpuestos de PAs registrados a 1 Hz en tres hiPSC-CMs infectadas o no 
con Tbx20 WT o p.R311C. (B) Valores de la DPA90 obtenidos en los PAs registrados en cada grupo experimental. Cada 
barra representa la media±EEM de “n” experimentos/células. *P<0.05 frente a Tbx20 (-) y #P<0.05 frente a Tbx20 WT. 
 
En estas condiciones, se registraron también PAs a diferentes frecuencias de estimulación 
(0.1, 1 y 2 Hz) y se midió la DPA90 en cada caso (Figura V.29). De nuevo, Tbx20 p.R311C 
prolongó significativamente la DPA90 a todas las frecuencias analizadas (P<0.05 frente a Tbx20 
WT), observándose un efecto más pronunciado a frecuencias lentas (158% de prolongación a 0.1 
Hz) que a rápidas (102% a 2 Hz) (Figura V.29). 
 
 
Figura V.29. Representación de la DPA90 en PAs 
conducidos a diferentes frecuencias de estimulación en 
hiPSC-CMs infectadas con Tbx20 WT o p.R311C. Los 
PAs fueron registrados a frecuencias de 0.1, 1 y 2 Hz. 






Por tanto, los resultados obtenidos hasta ahora sugieren que el factor de transcripción Tbx20 
es capaz de regular la expresión de los canales hERG. En concreto, tanto en células HL-1 como 
hiPSC-CMs, Tbx20 WT y Tbx20 p.R311C son capaces de unirse a la región promotora del gen 
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pro-transcripcional sobre dicho gen, lo que conlleva a una disminución en los niveles de expresión 
de los canales hERG y de la IKr generada por éstos. Asimismo, como hemos podido observar en las 
diferentes simulaciones del PA ventricular humano y en los PAs registrados en hiPSC-CMs en 
presencia o ausencia de Tbx20 (WT y mutado), la disminución de la IKr producida por Tbx20 
p.R311C da lugar a un retraso de la repolarización de los PAs con la consiguiente prolongación de 
la DPA. Por todo ello, se confirma que la mutación Tbx20 p.R311C podría ser responsable del 
SQTL de la familia objeto de estudio. 
 
5. ANÁLISIS FUNCIONAL DEL EFECTO DE Tbx20 SOBRE OTROS CANALES 
IÓNICOS CARDIACOS 
 
Además de analizar el efecto de Tbx20 sobre la IKr, tratamos de analizar los efectos 
producidos por dicho factor, tanto WT como p.R311C, sobre el resto de corrientes iónicas cardiacas 
implicadas en la repolarización del PA ventricular humano. Concretamente, nos centramos en 
analizar la IKs, IK1, INa e ICa,L, ya que han sido descritos numerosos mutantes en los canales que 
generan dichas corrientes como responsables del desarrollo de diferentes tipos de SQTL (Tester y 
Ackerman, 2014; Nakano y Shimizu, 2016). 
 
5.1. Análisis funcional del efecto de Tbx20 sobre la IKs 
 
Como se ha descrito en el apartado de Introducción, los canales que generan el componente 
lento de la corriente de salida de K+ con rectificación tardía (IKs) en el miocardio ventricular 
humano, están formados por el ensamblaje de cuatro subunidades α Kv7.1 (codificadas por el gen 
KCNQ1) junto con dos subunidades auxiliares minK (codificadas por el gen KCNE1). Muchas de 
las mutaciones identificadas en ambas subunidades han sido asociadas con la aparición de SQTL, 
en concreto, de los tipos 1 (SQTL1) y 5 (SQTL5), respectivamente (Duggal y cols., 1998; Bianchi y 
cols., 1999; Schmitt y cols., 2000; Splawski y cols., 2000). Por este motivo, nos planteamos si 
Tbx20 podría estar regulando la expresión de los canales Kv7.1 + minK y, si así fuera, cuáles serían 
las características electrofisiológicas de la IKs generada en presencia de la mutación Tbx20 
p.R311C. 
Como se muestra en la Tabla V.3, Tbx20 posee dos sitios de unión específicos dentro del 
promotor del gen Kcnq1 de ratón, lejos de la secuencia de inicio de la transcripción (posiciones -
2474 y -1992), pero no presenta ninguno en la región promotora del gen humano. En el caso de la 
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proteína minK, sin embargo, en la región promotora del gen KCNE1 en ambas especies si existen 
secuencias de unión para Tbx20. 
 
5.1.1. Efecto de Tbx20 sobre la IKs generada en células HL-1. Estudio electrofisiológico 
 
La IKs fue registrada en células HL-1 transfectadas o no con el ADNc que codifica Tbx20 WT 
(2 µg) o Tbx20 p.R311C (2 µg). Los registros se realizaron mediante la técnica de patch-clamp 
aplicando un protocolo de pulsos de 5 s de duración en incrementos de 10 mV entre -80 y +60 mV, 
desde un potencial de fijación de -80 mV. Las corrientes de cierre fueron obtenidas al repolarizar la 
membrana a -30 mV durante otros 5 s (Caballero y cols., 2003; Amorós y cols., 2011). Todos los 
valores de amplitud de corriente (pA) se normalizaron al valor de la capacitancia (pF) de cada 
célula para obtener la densidad de corriente (pA/pF). 
Como se ha mencionado en el apartado 3.2, en aproximadamente un 27% de las células HL-1 
la principal corriente repolarizante de salida de K+ es la IKs (células IKs predominantes) mientras que 
otro 36% presentaba tanto  IKr como IKs (células intermedias) (el 37% restante corresponde a células 
HL-1 cuya principal corriente repolarizante es la IKr). En consecuencia, la IKs fue registrada en 
células HL-1 IKs-predominantes e intermedias y fue medida como “corriente resistente a dofetilida” 
(1 µM) al no quedar inhibida por acción de dicho fármaco y sí por el agente bloqueante selectivo de 
canales Kv7.1, HMR-1556 (1 µM) (Tamargo y cols., 2004). 
El porcentaje de células HL-1 IKs-predominantes e intermedias no resultó modificado por la 
transfección con Tbx20 (28% y 33% en presencia de Tbx20 WT y Tbx20 p.R311C, 
respectivamente). 
En el panel A de la Figura V.30 se muestra una familia representativa de trazos de la IKs 
generada en células HL-1 transfectadas con Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. Como puede apreciarse, 
la amplitud de la IKs generada en presencia de Tbx20 WT fue muy similar a aquella generada en 
presencia del factor mutado. De hecho, en el panel B de la misma figura se muestran las relaciones 
densidad de corriente-voltaje (I-V) obtenidas al representar la densidad de la corriente medida al 
final del pulso en función del potencial del pulso aplicado. Efectivamente, ninguna de las formas de 
Tbx20, ni WT ni mutado, fue capaz de modificar la densidad de la IKs a ninguno de los potenciales, 
con respecto a las células sin transfectar (P > 0.05).  
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Figura V.30. Características electrofisiológicas de la IKs generada en células HL-1. (A) Familias de trazos de la IKs 
registrada como corriente resistente a dofetilida en dos células HL-1 transfectadas con Tbx20 WT o p.R311C tras 
aplicar el protocolo mostrado en la parte superior. (B) Relaciones densidad de corriente-voltaje de la IKs obtenidas en 
células transfectadas o no con Tbx20 WT o mutado al representar la densidad de corriente medida al final del pulso en 
función del potencial del pulso aplicado. Cada punto representa la media±EEM de “n” experimentos/células de cada 
grupo. 
 
Por otro lado, analizamos la dependencia de voltaje de la activación de la IKs construyendo 
las curvas conductancia-voltaje en función del potencial de membrana. El ajuste de una función de 
Boltzmann a los datos permitió obtener los valores del punto medio (Vh) y de la pendiente (k) para 
cada experimento (Tabla V.7). Como puede apreciarse, ni Tbx20 WT ni mutado modificaron la 
dependencia de voltaje de la activación de la IKs (P>0.05). 
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Tabla V.7. Parámetros de la dependencia de tiempo y de voltaje de la IKs registrada en células HL-1 
transfectadas o no con Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. τact, constante de tiempo de la cinética de activación; Vhact y kact, 
valores del punto medio y la pendiente de las curvas de activación; τdeact, constante de tiempo de la cinética de 
deactivación. Cada valor representa la media±EEM de n ≥6 experimentos/células. 
 
El análisis del curso temporal de la activación y la deactivación de la IKs se llevó a cabo 
ajustando una función monoexponencial tanto a los trazos de corriente máxima como a los trazos de 
las corrientes de cierre generados tras aplicar pulsos a +60 mV. Este procedimiento permitió 
obtener las constantes de tiempo (τ) de activación y deactivación que se muestran en la Tabla V.7. 
Como puede observarse, ni Tbx20 WT ni Tbx20 p.R311C modificaron las cinéticas de activación ni 
de deactivación de la IKs generada en células HL-1 (P>0.05).  
 
5.1.2. Efecto de Tbx20 sobre los niveles de expresión de los canales Kv7.1 en células HL-1. 
Ensayo de WB 
 
Una vez realizados los experimentos electrofisiológicos analizamos mediante WB si Tbx20 
era capaz de regular los niveles de expresión de las subunidades Kv7.1 en células HL-1. Para ello, 
las células fueron transfectadas, o no, con Tbx20 WT (2 µg) o Tbx20 p.R311C (2 µg). En la Figura 
V.31 se muestra la imagen representativa de WB (panel A, izquierda) donde se puede apreciar que 
las subunidades Kv7.1 aparecen con un peso aproximado de 50 kDa (indicado con una flecha). 
Podemos observar que la intensidad de las bandas es prácticamente igual tanto en células sin 
transfectar (carril 1) como en las transfectadas con Tbx20 WT (carril 2) o mutado (carril 3). 
Efectivamente, en el gráfico de barras (panel B) donde se representa el análisis densitométrico de 
los niveles de expresión de Kv7.1 normalizados a la cantidad de proteína total presente en cada 
carril del gel de electroforesis (panel A, derecha), podemos apreciar que ninguna de las formas de 











Tbx20 (-) 1817±487 35.8±2.0 15.3±2.3 629±157 
Tbx20 WT 1497±217 36.5±5.2 16.8±3.6 630±173 
Tbx20 p.R311C 1558±404 36.8±5.5 18.4±3.4 467±131 
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Figura V.31. Western blot (WB) para detectar los niveles de expresión de Kv7.1 en células HL-1 transfectadas o 
no con Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. (A) Membrana de WB (izquierda) y gel de electroforesis mostrando la proteína 
total que fue utilizado como control de carga (derecha). La flecha roja ubicada indica la presencia de la proteína Kv7.1 
(alrededor de 50 kDa). El último carril de la derecha corresponde con el patrón de pesos moleculares (Precision Plus 
Protein Standards All Blue, 10-250 kDa). (B) Análisis densitométrico de las bandas de Kv7.1 obtenidas por WB y 
normalizadas a la cantidad de proteína total presente en cada carril del gel de electroforesis. Cada barra representa la 
media±EEM de “N” experimentos/placas utilizados en cada grupo. 
 
 Asimismo, realizamos un segundo WB para detectar los niveles de expresión de la subunidad 
auxiliar minK en presencia o ausencia de Tbx20 WT y p.R311C. El ensayo fue llevado a cabo de 
nuevo en células HL-1 bajo las mismas condiciones de transfección. 
En la Figura V.32 se muestra la imagen representativa de WB (panel A, izquierda) en la que 
minK aparece con un peso aproximado de entre 25 y 37 kDa (indicado con una flecha). Asimismo, 
podemos observar que las bandas correspondientes a dicha proteína son notablemente más intensas 
en presencia de Tbx20, tanto WT como mutado (carriles 2 y 3, respectivamente), que en las células 
sin transfectar (carril 1).  Si observamos el panel B de la misma figura en el que se representa el 
correspondiente análisis densitométrico de los niveles de expresión de minK normalizados a la 
cantidad de proteína total presente en cada carril del gel de electroforesis (panel A, derecha), se 
confirma que Tbx20, tanto en su forma WT como mutada, aumenta significativamente la expresión 
de dicha proteína con respecto las células sin transfectar y que ambas formas de Tbx20 lo hacen de 
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Figura V.32. Western blot (WB) para detectar la cantidad de proteína MinK en células HL-1 transfectadas o no 
con Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. (A) Membrana de WB (izquierda) y gel de electroforesis mostrando la proteína 
total utilizado como control de carga (derecha). La flecha roja indica la presencia de la proteína MinK (entre 25 y 37 
kDa). El último carril de la derecha corresponde con el patrón de pesos moleculares (Precision Plus Protein Standards 
All Blue, 10-250 kDa). (B) Análisis densitométrico de las bandas de MinK obtenidas por WB y normalizadas a la 
cantidad de proteína total presente en cada carril del gel de electroforesis. Cada barra representa la media±EEM de “N” 
de experimentos/placas utilizados en cada grupo. 
  
5.1.3. Efecto de Tbx20 sobre la transcripción de los genes KCNQ1 y KCNE1 humanos en 
células HL-1. Ensayo de detección de la actividad luciferasa 
 
Con el fin de identificar si Tbx20 es capaz de controlar la transcripción sobre los promotores 
de los genes KCNQ1 y KCNE1 humanos, llevamos a cabo un ensayo de detección de la actividad 
luciferasa en células HL-1 transfectadas transitoriamente con los vectores de expresión del enzima 
luciferasa pLightSwitch_Prom portando, por separado, los promotores mínimos de ambos genes. 
Además, las células fueron transfectadas con un vector vacío [Tbx20 (-)] utilizado como control, o 
con el vector codificando Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C.  
En el panel A de la Figura V.33 se muestra la actividad luciferasa basal presente en las 
células transfectadas con el promotor mínimo humano del gen KCNQ1 en ausencia de ningún factor 
de transcripción [Tbx20 (-)]. Como control positivo se utilizó de nuevo el factor de transcripción 
Sp1 para el cual dicho promotor humano presenta varias secuencias consenso de unión (Luo y cols., 
2008). De hecho, la actividad luciferasa generada en presencia de Sp1 fue significativamente mayor 
que aquella presente en las células Tbx20 (-) (P<0.01). Por otro lado, podemos observar que ni 
Tbx20 WT ni Tbx20 p.R311C produjeron un cambio significativo en la actividad luciferasa con 
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En el panel B de la Figura V.33 se muestra la actividad luciferasa obtenida en las mismas 
condiciones, pero en presencia del promotor del gen KCNE1. En este caso, ambas formas de Tbx20 
(WT y mutado) fueron capaces de aumentar significativamente y de manera similar los niveles de 
actividad luciferasa con respecto a las células [Tbx20 (-)] (P<0.05).  
 
Figura V.33. Ensayo de detección de la actividad luciferasa en células HL-1. Las células fueron transfectadas con el 
vector de expresión del enzima luciferasa portando los promotores mínimos de los genes humanos KCNQ1 (A) o 
KCNE1 (B). Además, las células fueron transfectadas con un vector vacío [Tbx20 (-)], Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. 
En el caso del análisis en el gen KCNQ1, el factor de transcripción SP1 se utilizó como control positivo de la 
transcripción. La actividad luciferasa obtenida se normalizó a la actividad luciferasa basal presente en aquellas células 
[Tbx20 (-)]. En (A) y (B), cada barra representa la media±EEM de “N” experimentos/placas de cada condición. 
*P<0.05 frente a Tbx20 (-) y **P<0.01 frente a Tbx20 (-). 
 
Podemos confirmar, por tanto, que Tbx20, tanto WT como p.R311C, es capaz de ejercer un 
efecto pro-transcripcional sobre el gen KCNE1 humano, mientras que ninguna de las formas del 
factor es capaz de modular la expresión del gen KCNQ1 humano. Estos resultados serían 
compatibles con los obtenidos en la Tabla V.3 donde podemos observar que, efectivamente, en el 
promotor del gen KCNE1 humano, pero no en el de KCNQ1, existe una secuencia consenso de 
unión a Tbx20. Por otro lado, estos resultados a su vez confirmarían los obtenidos en el WB, donde 
apreciamos que ambas formas de Tbx20 son capaces de aumentar la expresión de la proteína minK 
pero no la de las subunidades Kv7.1. Sin embargo, al compararlos con los obtenidos en el estudio 
electrofisiológico, podemos observar que el aumento en la expresión de la subunidad minK no 
correlaciona con un aumento sobre la IKs generada en las células HL-1. 
En definitiva, podemos confirmar que los canales Kv7.1+minK, así como la corriente 
generada por ellos (IKs) no son regulados de forma diferencial por Tbx20 WY y p.R311C. Por tanto, 
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la aparición del SQTL en la familia objeto de estudio no se puede atribuir a los efectos producidos 
por p.R311C Tbx20 sobre la IKs. 
 
5.2. Análisis funcional del efecto de Tbx20 sobre la IK1 
 
El gen KCNJ2 codifica los canales cardiacos de potasio con rectificación interna Kir2.1. 
Éstos, junto con los canales Kir2.2 y Kir2.3, son los responsables de generar la IK1 en el miocardio 
adulto humano, a pesar de que son los canales Kir2.1 los principales responsables de generar dicha 
corriente a nivel ventricular (Gaborit y cols., 2007). Como se muestra en la Tabla V.3, ninguno de 
los promotores de los genes KCNJ2, ni el de humano ni el de ratón, poseen secuencias consenso de 
unión a Tbx20. No obstante, debido a la posible implicación de la IK1 en la aparición de SQTL 
(Tristani-Firouzi y Etheridge, 2010; Kukla y cols., 2014), decidimos analizar funcionalmente el 
efecto de Tbx20, tanto WT como p.R311C, sobre de dicha corriente. 
 
5.2.1. Estudio electrofisiológico en células HL-1 
 
La IK1 fue registrada en células HL-1 transfectadas o no de manera transitoria con Tbx20 WT 
(2 µg) o Tbx20 p.R311C (2 µg). Los registros se llevaron a cabo empleando la técnica de patch-
clamp aplicando un protocolo de pulsos de 2 s en incrementos de 10 mV entre -150 y 0 mV, desde 
un potencial de fijación a -30 mV. Todos los valores de amplitud de corriente (pA) se normalizaron 
al valor de la capacitancia (pF) de cada célula para obtener la densidad de corriente (pA/pF).  
En la Figura V.34 se muestran las relaciones densidad de corriente-voltaje (I-V) para cada 
condición de transfección y obtenidas al representar la densidad de la corriente medida al final del 
pulso en función del potencial del pulso aplicado. Desgraciadamente, y como se puede observar en 
la figura, no conseguimos registrar la IK1 a ninguno de los potenciales ensayados. En lugar de ello, a 
potenciales comprendidos entre -150 y 0 mV, predominó la corriente marcapasos (If). Aun así, 
ninguna de las formas de Tbx20 (ni WT ni mutado) fue capaz de modificar la densidad de la If con 
respecto a la generada en las células HL-1 sin transfectar (P>0.05). Este resultado sería compatible 
con el hecho de que en los promotores de los principales genes que codifican los canales que 
generan la If (HCN1, HCN3 y HCN4), tanto en el miocardio de ratón como de humano, no existen 




                                                                                                                                                 Resultados 
                                                                                                                                                                 212
 
Figura V.34. Relaciones densidad de corriente-
voltaje (I-V) de la If generada en células HL-1 
transfectadas o no con Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. 
Cada punto representa la media±EEM de “n” 









Por tanto, con el fin de analizar el efecto de Tbx20 sobre la IK1 utilizamos miocitos 
ventriculares de rata. Estudios previos han descrito que en la rata, al igual que sucede en el humano, 
los canales cardiacos Kir2.1 son los principales responsables de generar la IK1 a nivel ventricular 
(Nakamura y cols., 1998).  
 
5.2.2. Efecto de Tbx20 sobre la IK1 generada en miocitos ventriculares de rata adulta. Estudio 
electrofisiológico 
 
La IK1 fue registrada en miocitos ventriculares de rata adulta disociados enzimáticamente e 
infectados o no con partículas lentivirales portando vectores específicos para la expresión de Tbx20 
WT o Tbx20 p.R311C (Matamoros y cols., 2016; Perez-Hernandez y cols., 2018). Ambos vectores 
codificaban además GFP como control de la infección mediante visualización de la fluorescencia. 
En la Figura V.35 se muestra una familia representativa de trazos (panel A) y las relaciones 
densidad de corriente-voltaje (I-V) (panel B) de la IK1 generada en miocitos ventriculares de rata 
infectados o no con las diferentes partículas lentivirales. La corriente se registró mediante la técnica 
de patch-clamp aplicando un protocolo de pulsos de 250 ms en incrementos de 10 mV (desde un 
potencial de fijación de -40 mV) a potenciales entre -100 y +40 mV. Todos los valores de amplitud 
de corriente (pA) se normalizaron al valor de la capacitancia (pF) de cada célula para obtener la 
densidad de corriente (pA/pF).  
Como se puede observar tanto en los trazos de corriente (panel A) como en las relaciones I-V 
(panel B), ni Tbx20 WT ni Tbx20 pR311C modificaron la IK1 a ninguno de los potenciales con 
























Potencial de membrana (mV)
                                                                                                                                                 Resultados 





































Figura V.35. Características electrofisiológicas de la IK1 registrada en miocitos ventriculares de rata adulta. (A) 
Familias de trazos de la IK1 registradas en dos cardiomiocitos ventriculares de rata infectados con constructos 
lentivirales que codificaban Tbx20 WT o p.R311C y obtenidos al aplicar el protocolo mostrado en la parte superior. (B) 
Relaciones densidad de corriente-voltaje (I-V) de la IK1 registrada en miocitos ventriculares de rata obtenidas al 
representar la densidad de la corriente medida al final de los pulsos en función del potencial del pulso aplicado. Cada 
punto representa la media±EEM de “n” células de cada grupo. 
 
5.2.3. Efecto de Tbx20 sobre los niveles de expresión de los canales Kir2.1 en células HL-1. 
Ensayo de WB 
 
Con el fin de determinar si Tbx20 regula la expresión de los canales Kir2.1, se llevó a cabo un 
WB en células HL-1 transfectadas o no de manera transitoria con Tbx20 WT (2 µg) o Tbx20 
p.R311C (2 µg). En la Figura V.36 se muestra la imagen representativa de WB (panel A, 
izquierda) en la que las subunidades Kir2.1 aparecen con un peso aproximado de 37 kDa (indicado 
con una flecha), así como un gráfico de barras (panel B) en el que se representa el análisis 
densitométrico con los niveles de expresión de Kir2.1 normalizados a la cantidad de proteína total 
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presente en cada carril del gel de electroforesis (panel A, derecha). Cabe destacar el hecho de que a 
pesar de que la IK1 no puede registrase en células HL-1, éstas sí expresan canales Kir2.1 Como se 
puede observar en la imagen de la membrana, las bandas correspondientes a Kir2.1 presentan la 
misma intensidad tanto en ausencia de Tbx20 (carril2) como en presencia de dicho factor, ya sea en 
su forma WT (carril 3) o mutada (carril 4). Es más, el análisis densitométrico (Figura V.36, panel 
B) confirma que ninguna de las formas de Tbx20 fue capaz de modificar los niveles de expresión de 
los canales Kir2.1 en relación a las células HL-1 sin transfectar (P > 0.05).  
 
 
Figura V.36. Western blot (WB) para detectar la expresión de canales Kir2.1 en células HL-1 transfectadas o no 
con Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. (A) Membrana de WB (izquierda) y gel de electroforesis con mostrando la 
proteína total que fue utilizado como control de carga (derecha). La flecha indica la presencia de Kir2.1 (37 kDa). El 
primer y el último carril de la membrana corresponden con el patrón de pesos moleculares (Precision Plus Protein 
Standards All Blue, 10-250 kDa). (B) Análisis densitométrico de las bandas de Kir2.1 normalizadas a la cantidad de 
proteína total presente en cada carril del gel de electroforesis. Cada barra representa la media±EEM de “N” 
experimentos/placas utilizados en cada grupo. 
 
Los resultados del apartado 5.2 confirman, por tanto, que ni Tbx20 WT ni Tbx20 p.R311C 
son capaces de regular la expresión de los canales Kir2.1 ni de la IK1 generada por éstos. Por tanto, 
la aparición del SQTL en la familia objeto de estudio no se puede atribuir a los efectos producidos 
por p.R311C Tbx20 sobre la IK1. 
 
5.3. Análisis funcional del efecto de Tbx20 sobre la INa 
 
Los canales iónicos responsables de generar la corriente de sodio (INa) en el miocardio adulto 
humano están formados por el ensamblaje de una subunidad conductora formadora del poro 
(Nav1.5), codificada por el gen SCN5A, y una o varias subunidades accesorias β, codificadas por el 
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muestra en la Tabla V.3, Tbx20 no posee sitios de unión específicos en la secuencia promotora del 
gen SCN5A ni en humano ni en ratón pero si en el promotor del gen SCN2B en ambas especies. 
Diversas mutaciones tanto en el gen SCN5A como en otros que codifican proteínas accesorias 
a dichos canales (caveolina 3, la subunidad auxiliar Navβ4 o la α1-sintrofina), han sido asociadas 
con la aparición de diferentes tipos de SQTL (SQTL3, SQTL9, SQTL10 y SQTL12, 
respectivamente) (Vatta y cols., 2006; Medeiros-Domingo y cols., 2007; Nakano y Shimizu, 2016). 
Por tanto, considerando la posible implicación de la INa en el desarrollo de SQTL en la familia de 
estudio, llevamos a cabo un análisis del efecto de Tbx20 WT y p.R311C sobre las características 
electrofisiológicas de dicha corriente, así como un análisis del efecto producido sobre los niveles de 
expresión de los genes SCN5A y SCN2B humanos. 
 
5.3.1. Efecto de Tbx20 sobre la INa generada en células HL-1. Estudio electrofisiológico 
 
La INa fue registrada mediante la técnica de patch-clamp en células HL-1 transfectadas o no 
con Tbx20 WT (2 µg) o Tbx20 p.R311C (2 µg), aplicando un protocolo de pulsos de 20 ms de 
duración en incrementos de 5 mV entre -90 y +30 mV, desde un potencial de fijación a -120 mV. 
Todos los valores de amplitud de corriente (pA) se normalizaron al valor de la capacitancia (pF) de 
cada célula para obtener la densidad de corriente (pA/pF).  
En el panel A de la Figura V.37 se muestra una familia representativa de trazos de la INa 
generada en tres células HL-1 transfectadas o no con Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. Como se puede 
apreciar, la amplitud de la corriente resultó prácticamente indistinguible tanto en presencia como en 
ausencia de dicho factor (WT o mutado). De hecho, en el panel B de la misma figura se muestran 
las relaciones densidad de corriente-voltaje (I-V), con la morfología de campana invertida 
característica de los canales Nav1.5, obtenidas al representar la densidad de la corriente, medida 
como la diferencia entre el pico máximo y el final de cada pulso, en función del potencial del pulso 
aplicado. Efectivamente, ni Tbx20 WT ni p.R311C fueron capaces de modificar la densidad de la 
INa a ninguno de los potenciales con respecto a la registrada en las células HL-1 sin transfectar 
(Figura V.37, panel B) (P > 0.05).  
El análisis de las cinéticas de activación e inactivación se realizó ajustando los trazos de 
corriente máxima a una función monoexponencial o biexponencial, respectivamente, obteniéndose 
así las correspondientes constantes de tiempo (Tabla V.8). Como podemos observar, ninguna de las 
formas de Tbx20 modificó la dependencia de tiempo de la activación ni de la inactivación de la INa 
(P>0.05).  
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Figura V.37. Características electrofisiológicas de la INa generada en células HL-1 transfectadas o no con Tbx20 
WT o p.R311C. (A) Familias de trazos de la INa registrada en tres células HL-1 de cada uno de los grupos 
experimentales tras aplicar el protocolo mostrado en la parte superior. (B) Relaciones densidad de corriente-voltaje (I-
V) de la INa obtenidas al representar la densidad de la corriente, medida como la diferencia entre el pico máximo y el 




Tabla V.8. Parámetros de la dependencia de tiempo y de voltaje de la INa registrada en células HL-1 
transfectadas o no con Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. τact, constante de tiempo de la cinética de activación; Vhact/kact y 
Vhinact/kinact, valores del punto medio y la pendiente de las curvas de activación e inactivación, respectivamente; τfinact y 
τsinact, constantes de tiempo rápida (fast) y lenta (slow) de la cinética de inactivación. Cada valor representa la 
















Tbx20 (-) 0.19±0.01 -40.6±4.3 6.8±1.1 1.2±0.1 6.4±1.1 -92.9±2.0 5.1±0.3 
Tbx20 WT 0.21±0.04 -43.9±0.7 5.9±0.4 1.4±0.2 6.4±1.0 -90.3±2.0 5.0±0.4 
Tbx20 p.R311C 0.16±0.01 -39.9±2.1 6.4±0.2 1.5±0.3 7.4±1.4 -92.3±3.1 5.6±0.3 
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Por otro lado, se representaron las curvas de activación e inactivación de la INa en presencia o 
ausencia de Tbx20 (WT y mutado) (Figura V.38). Las curvas de activación (Figura V.38, panel 
A), como ya hemos dicho en el apartado 3.1, representan la dependencia de voltaje de la transición 
del canal desde el estado cerrado al estado abierto. Estas curvas se obtuvieron al representar los 
valores de conductancia normalizados en función del potencial de membrana. La conductancia a 
cada potencial se calculó utilizando la ecuación IV.3 (ver Materiales y Métodos). Por su parte, la 
dependencia de voltaje de la inactivación se estudió mediante un protocolo de doble pulso en el cual 
se aplicaban pulsos de 500 ms de duración desde -130 hasta -30 mV en incrementos de 10 mV 
(potencial de fijación -120 mV), seguidos de un pulso test a -20 mV. Este protocolo nos permitió 
obtener las curvas de inactivación, las cuales representan la dependencia de voltaje desde el estado 
cerrado al estado inactivo del canal. Dichas curvas se representaron a partir de la amplitud de la 
corriente obtenida en el pulso test, normalizada con respecto al pico de corriente máxima, en 
función del potencial de membrana del pulso previo (Figura V.38, panel B). En ambos casos, el 
ajuste de una ecuación de Boltzmann a los datos permitió obtener los valores del punto medio (Vhact 
y Vhinact, respectivamente) y de la pendiente (kact y kinact, respectivamente) para cada experimento 
(Tabla V.8).  
Como se puede apreciar, ni Tbx20 WT ni Tbx20 p.R311C modificaron la dependencia de 
voltaje de la activación ni de la inactivación de la INa (Figura V.38 y Tabla V.8). 
 
Figura V.38. Curvas de activación (A) e inactivación (B) de la INa generada en células HL-1 transfectadas o no 
con Tbx20 WT o p.R311C. En ambos casos, el ajuste mediante una función de Boltzmann a los datos permitió obtener 
el punto medio (Vhact/Vhinact) y la pendiente (kact/ kinact) de cada una de las curvas, respectivamente. En A y B, cada punto 
representa la media±EEM de “n” células de cada grupo. 
 
Diversos estudios han demostrado que las mutaciones en los canales de Na+ responsables del 
desarrollo de SQTL3 producen una ganancia de función de dichos canales o una modificación del 
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acoplamiento activación-inactivación (Wang y cols., 1995; Splawski y cols., 2000; George, 2005; 
Napolitano y cols., 2006). El resultado es un aumento de la INa durante la fase de meseta del PA 
correspondiente al componente tardío de dicha corriente (INa,L). Aunque la amplitud de la INa,L es 
muy pequeña (≈0.5-2% respecto a la amplitud máxima de la INa) su papel es crítico en el control de 
la DPA (Bennett y cols., 1995; Dumaine y cols., 1996; Tamargo, 2000). Es por ello que nos 
planteamos si Tbx20 podría estar regulando la INa,L y, en consecuencia, un aumento de dicho 
componente podría estar implicado en la aparición de SQTL en la familia estudiada. Registramos, 
por tanto, la INa,L en células HL-1 transfectadas o no con Tbx20 WT (2 µg) o Tbx20 p.R311C (2 µg) 
aplicando un protocolo de pulsos de 500 ms de duración a -20 mV desde un potencial de fijación a -
120 mV. 
En el panel A de la Figura V.39 se muestra una familia de trazos superpuestos de la INa 
registrada en tres células HL-1 transfectadas o no con Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. La INa,L fue 
cuantificada como la densidad de corriente medida al final del pulso de 500 ms (Figura V.39, panel 
B). Como se puede observar, ni Tbx20 WT ni Tbx20 p.R311C modificaron la INa,L con respecto a 
células control sin transfectar (P>0.05).  
 
Figura V.39. Ni Tbx20 WT ni p.R311C modificaron la INa,L registrada en células HL-1. (A) Trazos superpuestos de 
la INa registrados en tres células HL-1 transfectadas o no con Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C al aplicar un protocolo de 
pulsos de 500 ms de duración a -20 mV. (B) Gráfico de barras representando el valor medio de la INa,L medida al final 
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5.3.2. Efecto de Tbx20 sobre la transcripción de los genes SCN5A y SCN2B humanos en 
células HL-1. Ensayo de detección de la actividad luciferasa 
 
Analizamos la actividad luciferasa utilizando los promotores mínimos de los genes SCN5A y 
SCN2B humanos con el fin de determinar si Tbx20, tanto en su forma WT como mutada, controlaba 
la transcripción de dichos genes. El ensayo se realizó en células HL-1 transfectadas con el vector 
que codifica la expresión del enzima luciferasa pLightSwitch_Prom portando, por separado, los 
promotores mínimos de dichos genes. Además, las células fueron transfectadas con un vector vacío 
[Tbx20 (-)] utilizado como control, o el vector que codifica Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. En la 
Figura V.40 se puede observar que Tbx20, tanto WT como p.R311C, no modifica la transcripción 
del gen SCN5A (panel A). Por el contrario, Tbx20 WT, pero no Tbx20 p.R311C, aumentó de forma 
significativa la transcripción de SCN2B (panel B) con respecto a las células control [Tbx20 (-)] 
(P<0.01). 
 
Figura V.40. Ensayo de detección de la actividad luciferasa en células HL-1 transfectadas con Tbx20 WT o 
Tbx20 p.R311C. El ensayo fue realizado con el promotor del gen humano SCN5A (A) o SCN2B (B). En ambos casos, 
la actividad luciferasa obtenida fue normalizada a la actividad luciferasa basal presente en aquellas células control 
[Tbx20 (-)]. En A y B, cada barra representa la media±EEM de “N” experimentos/placas. **P<0.01 frente a Tbx20 (-). 
 
Estos resultados serían compatibles con el hecho de que, como hemos mencionado en el 
apartado 5.3, en la región promotora del gen humano SCN5A no existen secuencias consenso para la 
unión de Tbx20, pero sí en el promotor de SCN2B. Aun así, el efecto pro-transcripcional observado 
por parte de Tbx20 WT sobre los niveles de expresión del gen SCN2B no se correlacionan con un 
aumento en la amplitud de la INa (Figura V.36).  
                                                                                                                                                 Resultados 
                                                                                                                                                                 220
Se puede confirmar que ninguna de las formas de Tbx20 (WT o p.R311C) regula la INa 
generada en el miocardio adulto humano. Por tanto, la aparición del SQTL en la familia objeto de 
estudio no se puede atribuir a los efectos producidos por p.R311C Tbx20 sobre la INa.  
 
5.4. Análisis funcional del efecto de Tbx20 sobre la ICa,L 
  
El gen CACNA1C codifica la subunidad conductora de los canales de Ca2+ (Cav1.2) 
responsables de generar la ICa,L en el miocardio humano. Como se ha mencionado en el apartado de 
Introducción, estos canales están formados por el ensamblaje de subunidades α ó Cav1.2 y 
subunidades reguladoras β y α2/δ (codificadas por los genes CACNA2D1 y CACNB2, 
respectivamente). El promotor del gen CACNA1C de ratón, pero no el humano, exhibe un sitio de 
unión específico para Tbx20 (Tabla V.3). Por su lado, ni el promotor del gen CACNA2D1 ni el de 
CACNB2 poseen secuencias consenso de unión a dicho factor en ninguna de las dos especies 
(Tabla V.3).  
Estudios previos han asociado diversas mutaciones de ganancia de función en los genes que 
codifican los canales de Ca2+ con la aparición de SQTL (Tester y Ackerman, 2014; Betzenhauser y 
cols., 2015) y es por ello que nos planteamos si la ICa,L podría estar implicada en el desarrollo de 
SQTL en la familia estudiada. Por este motivo, realizamos un análisis del efecto producido por 
Tbx20 (WT y p.R311C) sobre la ICa,L a través de un estudio electrofisiológico en células HL-1 e 
hiPSC-CMs así como un análisis confirmatorio de los resultados obtenidos mediante un WB y un 
ensayo de detección de la actividad luciferasa. 
 
5.4.1. Efecto de Tbx20 sobre la ICa,L generada en células HL-1. Estudio electrofisiológico 
 
La ICa,L fue registrada en células HL-1 transfectadas o no de manera transitoria con Tbx20 WT 
(2 µg) o Tbx20 p.R311C (2 µg). En estos experimentos, la ICa,L fue registrada utilizando Ba
2+ como 
portador de cargas (IBa) (Barana y cols., 2014; Perez-Hernandez y cols., 2016) ya que de esta 
manera se ralentiza la inactivación de la corriente y aumenta su tamaño y su estabilidad en el 
tiempo. La IBa fue registrada mediante la técnica de patch-clamp aplicando un protocolo de pulsos 
de 500 ms en incrementos de 10 mV entre -40 y +70 mV desde un potencial de fijación a -30 mV. 
Todos los valores de amplitud de corriente (pA) se normalizaron al valor de la capacitancia (pF) de 
cada célula para obtener la densidad de corriente (pA/pF).  
En el panel A de la Figura V.41 se muestra una familia representativa de trazos de la IBa 
generada en tres células HL-1 transfectadas o no con Tbx20 WT o p.R311C. Como podemos 
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apreciar, la transfección con Tbx20, tanto WT como mutado, aumentó notablemente y de manera 
similar la amplitud de la corriente con respecto a las células sin transfectar. En el panel B de la 
misma figura se muestran las relaciones densidad de corriente-voltaje (I-V) obtenidas al representar 
la densidad de la corriente, medida como la diferencia entre el pico máximo y el final de cada pulso, 
en función del potencial del pulso aplicado. Estos datos demuestran que Tbx20 tanto WT como 
p.R311C aumentaron significativamente la IBa con respecto a la de las células sin transfectar a 
potenciales entre +10 y +40 mV (Figura V.41, panel B) (P<0.05). 
 
Figura V.41. Características electrofisiológicas de la IBa generada en células HL-1. (A) Familias de trazos de la IBa  
registrados tras aplicar el protocolo mostrado en la parte superior en tres células HL-1 transfectadas o no con Tbx20 WT 
o Tbx20 p.R311C. (B) Relaciones densidad de corriente-voltaje (I-V) de la IBa obtenidas al representar la densidad de la 
corriente medida como la diferencia entre el pico máximo y el final de cada pulso en función del voltaje aplicado. Cada 
punto representa la media±EEM de “n” células de cada grupo. *P<0.05 frente a células sin transfectar [Tbx20 (-)]. 
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El curso temporal de la activación y la inactivación de la ICa,L se cuantificó ajustando una 
función monoexponencial a los trazos de corriente máxima, lo que permitió obtener las 
correspondientes constantes de tiempo (Tabla V.9). Ni Tbx20 WT ni p.R311C modificaron la 














Tbx20 (-) 1.9±0.4 8.8±1.4 6.6±0.9 218±46 -14.7±3.8 7.2±0.9 
Tbx20 WT 1.5±0.1 10.8±1.3 6.9±0.4 187±16 -15.6±3.3 7.3±1.9 
Tbx20 p.R311C 1.6±0.2 9.0±1.5 6.8±1.1 168±13 -16.4±3.2 7.6±0.9 
 
Tabla V.9. Parámetros de la dependencia de tiempo y de voltaje de la IBa registrada en células HL-1 
transfectadas o no con Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. τact, constante de tiempo de la cinética de activación; Vhact/kact y 
Vhinact/kinact, valores del punto medio y la pendiente de las curvas de activación e inactivación, respectivamente; τfinact y 
τsinact, constantes de tiempo rápida (fast) y lenta (slow) de la cinética de inactivación. Cada valor representa la 
media±EEM de n ≥7 experimentos/células. 
 
En la Figura V.42 se representan las curvas de activación (panel A) e inactivación (panel B) 
de los canales de Ca2+ en presencia o ausencia de Tbx20 WT o Tbx20 mutado. Las curvas de 
activación se obtuvieron a partir de los valores de conductancia normalizados en función del 
potencial de membrana. La conductancia a cada potencial de membrana se calculó utilizando la 
ecuación IV.5 (ver Materiales y Métodos). Las curvas de inactivación, por su parte, se obtuvieron 
al aplicar un protocolo de doble pulso con un primer pulso de 500 ms de duración desde -50 mV 
hasta +20 mV en incrementos de 10 mV (potencial de fijación -30 mV), seguido de un segundo 
pulso test a +20 mV. Posteriormente, se representó la amplitud de corriente obtenida en el pulso 
test, normalizada con respecto al pico de corriente máxima, en función del potencial de membrana 
del pulso previo. En ambos casos, el ajuste de una ecuación de Boltzmann a los datos permitió 
obtener los valores del punto medio (Vhact y Vhinact, respectivamente) y de la pendiente (kact y kinact, 
respectivamente) para cada experimento (Tabla V.9). Como se puede apreciar, ninguna de las 
formas de Tbx20 (WT o mutado) modificó la dependencia de voltaje de la activación ni de la 
inactivación de la ICa,L (Figura V.42 y Tabla V.9) (P>0.05). 
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Figura V.42. Representación de la dependencia de voltaje de la activación y la inactivación de la IBa generada en 
células HL-1. Curvas conductancia-voltaje (A) y curvas de inactivación (B) obtenidas en células HL-1 transfectadas o 
no con Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. En ambos casos, el ajuste mediante una función de Boltzmann a los datos 
permitió obtener el punto medio (Vhact/Vhinact) y la pendiente (kact/ kinact) de cada una de las curvas, respectivamente. En A 
y B, cada punto representa la media±EEM de “n” células de cada grupo. 
 
5.4.2. Efecto de Tbx20 sobre los niveles de expresión de los canales Cav1.2 en células HL-1. 
Ensayo de WB 
 
Teniendo en cuenta los resultados del estudio electrofisiológico, nos planteamos si la 
modificación producida en la ICa,L por parte de Tbx20 (WT o mutado) sería consecuencia de una 
regulación en los niveles de expresión de los canales Cav1.2 en las células HL-1. Por este motivo, 
llevamos a cabo un análisis por WB y determinamos cuantitativamente el grado de expresión de 
dichos canales en células HL-1 transfectadas o no con Tbx20 WT (2 µg) o Tbx20 p.R311C (2 µg). 
En la Figura V.43 se muestra la imagen representativa de WB (panel A, izquierda) en la que 
la subunidad Cav1.2 aparece con un peso aproximado de 250 kDa (indicado con una flecha). Como 
se puede apreciar, la intensidad de la banda correspondiente a Cav1.2 en presencia de Tbx20 WT 
(carril 2) o la longitud de ésta en presencia de p.R311C (carril 3), aumentan con respecto a aquella 
banda detectada en las células sin transfectar [Tbx20 (-)] (carril 1). Efectivamente, si observamos el 
análisis densitométrico de las bandas (Figura V.43, panel B) representado a partir de los niveles de 
expresión de los canales Cav1.2 normalizados a la cantidad de proteína total presente en cada carril 
del gel de electroforesis (panel A, derecha), podemos confirmar que Tbx20, tanto WT como 
mutado, aumenta significativamente, y de forma similar, la expresión de los canales Cav1.2 con 
respecto a la de las células sin transfectar (P < 0.05).  
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Figura V.43. Western blot (WB) para detectar la expresión de canales Cav1.2 en células HL-1 transfectadas o no 
con Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. (A) Membrana de WB (izquierda) y gel de electroforesis mostrando la proteína 
total utilizado como control de carga (derecha). La flecha roja indica la presencia de Cav1.2 (alrededor de 250 kDa). El 
último carril de la derecha (carril 4) corresponde con el patrón de pesos moleculares (Precision Plus Protein Standards 
All Blue, 10-250 kDa). (B) Análisis densitométrico de las bandas de Cav1.2 normalizadas a la cantidad de proteína total 
presente en cada carril del gel de electroforesis. Cada barra representa la media±EEM de “N” experimentos/placas 
utilizados en cada grupo. *P<0.05 frente a células sin transfectar [Tbx20 (-)]. 
 
5.4.3. Efecto de Tbx20 sobre la ICa,L generada en hiPSC-CMs. Estudio electrofisiológico 
 
Registramos también la ICa,L en hiPSC-CMs infectadas o no con partículas lentivirales 
portando vectores específicos que codificaban, por separado, Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. 
Además, dichos vectores codificaban GFP lo que permitía identificar mediante microscopía de 
fluorescencia las células infectadas. En este caso, el protocolo generado para el registro de la 
corriente consistió en pulsos de 200 ms de duración en incrementos de 10 mV desde un potencial de 
fijación de -80 mV a potenciales entre -50 y +60 mV. Además, se aplicó un prepulso de 50 ms de 
duración a -30 mV antes de cada pulso test para activar e inactivar la INa.  
En la Figura V.44 se muestra una familia representativa de trazos (panel A) así como las 
relaciones densidad de corriente-voltaje (I-V) (panel B) de la ICa,L generada en hiPSC-CMs bajo 
cada condición de infección. Como se puede observar, en comparación con los resultados obtenidos 
en HL-1, en este caso ni Tbx20 WT ni Tbx20 p.R311C modificaron de forma significativa la ICa,L a 
ninguno de los potenciales con respecto a las células sin infectar [Tbx20 (-)] (P>0.05). Este 
resultado sería compatible con el hecho de que, a diferencia del ratón, en el promotor del gen 
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Figura V.44. Características electrofisiológicas de la ICa,L generada en hiPSC-CMs. (A) Familias de trazos de la 
ICa,L registrada tras aplicar el protocolo mostrado en la parte superior en tres hiPSC-CMs infectadas o no con constructos 
lentivirales que codificaban Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. (B) Relaciones densidad de corriente-voltaje (I-V) de la ICa,L 
obtenidas al representar la densidad de la corriente, medida como la diferencia entre el pico máximo y el final de cada 
pulso, en función del potencial del pulso aplicado. Cada punto representa la media±EEM de “n” experimentos/células.  
 
5.4.4. Efecto de Tbx20 sobre la transcripción del gen CACNA1C humano en células HL-1. 
Ensayo de detección de la actividad luciferasa 
 
Con el fin de analizar si Tbx20, tanto WT como p.R311C, es capaz de regular la transcripción 
del gen CACNA1C humano, llevamos a cabo un estudio de detección de la actividad luciferasa en 
células HL-1 transfectadas con el vector de expresión del enzima luciferasa pLightSwitch_Prom 
portando el promotor mínimo de dicho gen. Además, las células fueron transfectadas con un vector 
vacío [Tbx20 (-)] utilizado como control, o con el vector codificando Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. 
La Figura V.45 representa un gráfico de barras con los niveles de actividad luciferasa, medidos en 
cada grupo experimental, y normalizados a la actividad luciferasa basal presente en las células 
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[Tbx20 (-)]. Como se puede apreciar, ni Tbx20 WT ni Tbx20 p.R311C modificaron los niveles de 
transcripción del gen CACNA1C (P>0.05), resultado que sería compatible con el hecho de que, en 
dicho promotor no existe una secuencia consenso de unión a Tbx20 (Tabla V.3). 
 
Figura V.45. Ensayo de detección de la actividad 
luciferasa en células HL-1. Las células fueron 
transfectadas con el vector de expresión del enzima 
luciferasa portando el promotor mínimo del gen humano 
CACNA1C. Además, las células fueron transfectadas con 
un vector vacío [Tbx20 (-)] utilizado como control, o con 
el vector codificando Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. La 
actividad luciferasa obtenida se normalizó a la actividad 
luciferasa basal presente en aquellas células control 







En base a los resultados obtenidos en el apartado 4, podemos confirmar que ninguna de las 
formas de Tbx20 (WT o p.R311C) regula la ICa,L generada en el miocardio humano. Por tanto, la 
aparición del SQTL en la familia objeto de estudio no se puede atribuir a los efectos producidos por 
p.R311C Tbx20 sobre la ICaL.  
 
6. ANÁLISIS FUNCIONAL DE LA VARIANTE c.-66A>G EN EL GEN KCNN3 
 
Además de las variantes encontradas en los genes KCNH2 y TBX20, el análisis de 
secuenciación masiva de última generación en la familia de estudio identificó una mutación en el 
probando (II:4), la hermana II:6 y el sobrino III:1 (Figura V.9) en el extremo 5´UTR del gen 
KCNN3 (c.-66A>G), concretamente en la región promotora de dicho gen (Figura V.10).  
El gen KCNN3 codifica los canales de potasio de baja conductancia activados por Ca2+ tipo 3 
(SK3), los cuales son activados durante la etapa de contracción del músculo cardiaco, cuando los 
niveles de Ca2+ intracelular se elevan, generando una corriente de salida que repolariza la 
membrana de los cardiomiocitos y acorta con ello la DPA (Chang y Chen, 2015). A pesar de que 
estos canales se encuentran localizados tanto en aurículas como ventrículos (Xu y cols., 2003; 
Tuteja y cols., 2005; Tuteja y cols., 2010), en condiciones fisiológicas participan, 
fundamentalmente, en el proceso de repolarización auricular (Nagy y cols., 2009; Skibsbye y cols., 
2014; Zhang y cols., 2014). Sin embargo, en diversas enfermedades cardiacas como la hipertrofia, 
isquemia o la insuficiencia cardíaca, los canales SK3 son activados también a nivel ventricular, 
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favoreciendo la aparición de post-despolarizaciones precoces (early afterdepolarizations o EADs) 
y/o fibrilación ventricular (Chua y cols., 2011; Chang y Chen, 2015; Mizukami y cols., 2015).  
Se ha demostrado que diversas mutaciones que producen la pérdida de función en los canales 
SK3 favorecen la aparición de fibrilación auricular (Ellinor y cols., 2010; Chang y Chen, 2015). Por 
otro lado, la sobreexpresión de dichos canales en ratón se encuentra asociada con un mayor riesgo 
de padecer muerte súbita asociada a bradiarritmias y bloqueo cardiaco, posiblemente debido a un 
bloqueo funcional en el nodo AV (Mahida y cols., 2014; Chang y Chen, 2015). 
Sabiendo esto, nos planteamos si la mutación en la región promotora del gen KCNN3 podría 
estar relacionada con la prolongación de la DPA implicada en la aparición de SQTL en nuestra 
familia de estudio. Por este motivo, analizamos las características electrofisiológicas de la corriente 
generada por los canales SK3 así como un estudio funcional de la mutación en el promotor de dicho 
gen a través de un ensayo de detección de la actividad luciferasa. 
 
6.1. Características electrofisiológicas de la corriente generada por los canales SK3 en células 
CHO 
 
 En un primer paso, tratamos de analizar el grado de participación de la corriente generada por 
los canales SK3 (ISK3) durante el desarrollo de un PA. Para ello, registramos dicha corriente 
mediante la técnica de patch-clamp en células CHO transfectadas transitoriamente con el ADNc 
codificando los canales SK3 (1.6 µg), aplicando un protocolo de pulsos con morfología de PA 
procedentes del endocardio ventricular humano. En el panel A de la Figura V.46 se muestra un 
trazo representativo de la ISK3 (parte inferior del panel) generada al aplicar el correspondiente 
protocolo de PA (parte superior). Como puede apreciarse, la dependencia de tiempo de la 
conductancia de los canales resultó muy similar a la de la morfología del PA, lo que sugiere que la 
relación de la conductancia con el potencial de membrana es lineal. También registramos la ISK3 
registrada al aplicar una rampa de 500 ms de duración desde -100 a +50 mV (potencial de fijación a 
-80 mV) (Figura V.46, panel B). Como puede observarse en la parte inferior del panel B, 
efectivamente la conductancia es lineal, y sólo a potenciales más despolarizados de +30 mV se 
observa una pequeña disminución de la corriente, consecuencia del fenómeno de rectificación 
interna que poseen dichos canales (Adelman y cols., 2012).  
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Figura V.46. Análisis funcional de los canales SK3 en células CHO. (A) Trazo representativo de la ISK3 registrado en 
una célula CHO transfectada con los canales SK3 al aplicar el protocolo con morfología de PA endocárdico ventricular 
humano mostrado en la parte superior. (B) Trazo representativo de la ISK3 registrado en una célula CHO transfectada 
con los canales SK3 y aplicando el protocolo de rampa mostrado en la parte superior. 
 
6.2. Efecto de Tbx20 sobre transcripción del gen KCNN3 en células HL-1. Ensayo de 
detección de la actividad luciferasa 
 
Tras analizar funcionalmente los canales SK3, tratamos de averiguar si la mutación c.-
66A>G en el promotor del gen KCNN3 estaría afectando a su transcripción. Para ello, realizamos un 
ensayo de detección de la actividad luciferasa en células HL-1 transfectadas transitoriamente con el 
vector de expresión del enzima luciferasa pLightSwitch_Prom portando, por separado, el promotor 
mínimo del gen KCNN3 humano tanto en su forma WT como mutada (c.-66A>G). Además, las 
células fueron transfectadas con un vector vacío utilizado como control o con el vector codificando 
el factor de transcripción Sp1, del cual se conocen varias secuencias consenso de unión en la región 
promotora de dicho gen. Efectivamente, como se muestra en el panel A de la Figura V.47, el factor 
Sp1 aumentó de forma significativa la transcripción del gen KCNN3 (P<0.05 frente a células 
control). Sin embargo, dicho factor fue incapaz de ejercer un efecto transcripcional sobre el 
promotor en su forma mutada, no modificando por tanto los niveles de actividad luciferasa con 
respecto a los presentes en las células control (Figura V.47, panel A) (P>0.05). 
Por otro lado, y como se muestra en la Tabla V.3, el promotor del gen KCNN3, tanto en 
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realizar un segundo ensayo de detección de actividad luciferasa y determinar si la mutación presente 
en el promotor del gen KCNN3 podría estar afectando a la unión de dicho factor. Para ello, llevamos 
a cabo de nuevo el ensayo en células HL-1 transfectadas con el vector de expresión del enzima 
luciferasa pLightSwitch_Prom portando el promotor mínimo del gen humano KCNN3 tanto en su 
forma WT como mutada (c.-66A>G). Además, y a diferencia del ensayo anterior, las células fueron 
transfectadas con un vector vacío [Tbx20 (-)] utilizado como control o con el vector codificando 
Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C.  
 
 
Figura V.47. Ensayo de detección de la actividad luciferasa en células HL-1. (A) Las células fueron transfectadas 
con el vector de expresión del enzima luciferasa portando el promotor mínimo del gen KCNN3 humano bien en su 
forma WT o bien en la forma mutada (c.-66A>G). Además, dichas células fueron transfectadas con un vector vacío 
utilizado como control o con el vector codificando el factor de transcripción Sp1. *P<0.05 frente a células control. (B) 
Las células fueron transfectadas con el vector de expresión del enzima luciferasa portando el promotor mínimo del gen 
humano KCNN3 en su forma WT o mutada (c.-66A>G). Además, dichas células fueron transfectadas con un vector 
vacío [Tbx20 (-)] utilizado como control o con el vector codificando Tbx20 WT o Tbx20 p.R311C. *P<0.05 frente a 
Tbx20 (-). En A y B la actividad luciferasa obtenida fue normalizada a la actividad luciferasa basal presente en aquellas 
células control, respectivamente. Cada barra representa la media±EEM de “N” experimentos/placas de cada grupo 
experimental.  
 
En el panel B de la Figura V.47 se muestra la actividad luciferasa medida en cada grupo 
experimental y normalizada a la actividad luciferasa basal obtenida en las células control [Tbx20 (-
)]. Como puede apreciarse, Tbx20 WT aumentó significativamente la transcripción del gen KCNN3 
(P<0.05 frente a Tbx20 (-)). Sin embargo, dicho factor fue incapaz de ejercer un efecto pro-
transcripcional sobre el promotor en su forma mutada, observándose unos niveles de actividad 
luciferasa muy similares a los obtenidos en las células control [Tbx20 (-)] (P>0.05). Por otra parte, 
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Tbx20 p.R311C fue incapaz de modificar los niveles de actividad luciferasa en presencia del 
promotor tanto en su forma WT como mutada (P>0.05 frente a Tbx20 (-)). 
 
Se puede considerar, por tanto, que la mutación c.-66A>G suprime completamente la 
transcripción del gen KCNN3, dando lugar a la aparición de haploinsuficiencia tanto en el probando 
(II:4) como en el resto de familiares portadores de la variante (hermana II:6 y sobrino III:1). 
Además, el factor Tbx20 p.R311C es incapaz de ejercer un efecto transcripcional sobre el gen 
KCNN3 WT, lo que da lugar también a un defecto en la expresión de los canales SK3 en aquellos 
sujetos portadores de la mutación en dicho factor. Sin embargo, estudios previos han demostrado 
que, en condiciones fisiológicas, el tratamiento con apamina (bloqueante selectivo de canales SK3) 
no modifica la DPA en muestras de preparaciones multicelulares tanto auriculares como 
ventriculares de diferentes especies, incluyendo el humano (Nagy y cols., 2009; Chang y Chen, 
2015). En consecuencia, se podría afirmar que la corriente generada por los canales SK3 no va a 
participar en la fase de repolarización del PA cardiaco y, por tanto, la mutación en la región no es la 
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En la presente Tesis Doctoral hemos descrito y analizado funcionalmente las consecuencias de 
tres mutaciones identificadas en los miembros de una familia española de origen africano 
diagnosticados con SQTL, con el fin de determinar cuál de ellas es responsable de la aparición de la 
enfermedad. De las tres variantes analizadas (en los genes KCNH2, KCNN3 y TBX20, 
respectivamente) observamos que aquella presente en el gen TBX20 (c.931C>T, pR311C) 
disminuyó significativamente y de manera selectiva la expresión de los canales hERG y la corriente 
(IKr) generada por estos canales, tanto en células HL-1 como en hiPSC-CMs. En estas últimas 
células, además, demostramos que la disminución de la IKr producida por la mutación resultó en una 
prolongación significativa de la DPA. Estos efectos sobre la IKr podrían dar lugar a la prolongación 
del intervalo QT del ECG observada en los portadores de la mutación en TBX20. Los resultados 
obtenidos demuestran, por primera vez, que el factor de transcripción Tbx20 controla la expresión 
del gen KCNH2 en el miocardio adulto humano y, por tanto, el gen TBX20 podría ser considerado 
un gen implicado en el desarrollo de SQTL. 
 
1. ANÁLISIS FUNCIONAL DE LA MUTACIÓN hERG p.T152HfsX180 
 
La mutación en heterocigosis en la región codificante del gen KCNH2 
(NM_000238.3:c.453dupC), codificando los canales hERG p.T152HfsX180, fue identificada 
mediante el correspondiente análisis genético en todos aquellos miembros de la familia 
diagnosticados con SQTL (probando II:4 y hermanas II:1 y II:6), pero en ninguno de los miembros 
no afectados. Es decir, dicha mutación apareció con una penetrancia completa en la familia. Como 
se ha descrito en el apartado de Introducción, las mutaciones de pérdida de función en el gen 
KCNH2 son responsables del SQTL2. De hecho, las manifestaciones fenotípicas en los miembros 
afectados coincidieron con aquellas que caracterizan a dicho síndrome. El SQTL2 presenta un 
patrón electrocardiográfico característico en el que se observa la aparición de unas ondas T de baja 
amplitud y “melladas” (ó bífidas). Aunque es importante destacar que hasta el 20% de los casos de 
SQTL2 pueden presentar un ECG aparentemente “normal” que no permite el diagnóstico. La 
hermana II-6 tiene ondas T de bajo voltaje y en ella el test de adrenalina fue positivo. Otra 
herramienta habitualmente utilizada en el diagnóstico de los síndromes arritmogénicos primarios 
hereditarios es la realización de tests de provocación mediante fármacos. En el caso del SQTL1 y 
del SQTL2 se puede utilizar un test de adrenalina que permite determinar la respuesta del miocardio 
al estrés, simulando un ejercicio físico. El test es positivo y, por tanto, diagnóstico del SQTL cuando 
tras la infusión de adrenalina se observa una marcada prolongación del intervalo QT. 
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Otro parámetro que puede facilitar el diagnóstico de estos pacientes es identificar el estímulo 
desencadenante de los eventos arrítmicos. En este contexto, los pacientes con SQTL2 suelen 
presentar arritmias ventriculares desencadenadas por estrés emocional (49%) o estímulos auditivos 
súbitos (despertador) y con menos frecuencia durante el sueño (22%) o el ejercicio (29%) (Wilde y 
cols., 1999; Schwartz y cols., 2001). Además, las pacientes diagnosticadas con este subtipo de 
síndrome de QT largo son particularmente susceptibles a presentar arritmias en el período posparto 
(Kositseth y cols., 2004). 
Podemos destacar que en la familia estudiada, el probando II:4 sufrió un síncope al levantarse 
de la cama, probablemente desencadenado por el sonido del despertador. Otros miembros de la 
familia como las hermanas II:2 y II:5, a pesar de ser inicialmente diagnosticadas de epilepsia, 
fallecieron de MSC a una edad muy temprana (19 y 17 años, respectivamente) y una de ellas además 
durante el periodo postparto. De hecho, podría ser que ambas tuvieran un SQTL “enmascarado”, ya 
que a la hermana II:2 se le llegó a realizar un ECG donde se observó que el intervalo QTc era de 
440 ms, un valor que resulta completamente normal para una mujer. Numerosos estudios han 
demostrado que el SQTL se presenta con una penetrancia baja y muy variable en la mayoría de 
familias afectadas (aproximadamente el 70% de casos si se trata de SQTL2), lo que indica que 
muchos de los miembros portadores de una mutación patogénica van a presentar un intervalo QT 
normal en el ECG (definido como < de 400 ms) (Priori y cols., 1999; Priori y cols., 2003). 
Curiosamente, en el caso de la hermana II:2 también se llevó a cabo un test de adrenalina pero 
resultó igualmente negativo. En este caso, hay que tener en cuenta que la sensibilidad y 
especificidad de este tipo de ensayos no es del 100%, de tal manera que un resultado negativo no 
implica que el paciente quede exento de padecer la enfermedad. Diversos autores han descrito 
diferentes porcentajes para estos parámetros en función de los valores control que emplean como 
referencia y de variables como la edad y el género de los individuos que se someten a la prueba. Así, 
mientras que en un estudio realizado por Vyas y colaboradores se observó una sensibilidad en el test 
de adrenalina del 92.5% y una especificidad del 86%, otros autores como Clur y colaboradores 
sugirieron porcentajes del 50 y 61%, respectivamente (Vyas y cols., 2005; Clur y cols., 2010). 
 Otro de los casos que también podría considerarse como SQTL “enmascarado” es el de la 
madre (I:2) del probando, que a pesar de presentar un ECG “aparentemente normal” fue 
diagnosticada de SQTL al experimentar un episodio de MSC resucitada durante un tratamiento con 
antibióticos mientras estaba siendo sometida a quimioterapia antineoplásica. La prolongación del 
intervalo QT debido a la exposición a diferentes fármacos es una manifestación fenotípica muy 
característica del SQTL tanto de tipo congénito, sobre todo al tratarse de SQTL2, como adquirido 
(Recanatini y cols., 2005; Perry y cols., 2010; El-Sherif y cols., 2018). En ambos casos, el principal 
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mecanismo implicado es el bloqueo de los canales hERG por la unión de dichos fármacos a 
aminoácidos localizados en el interior de la cavidad formadora del poro del canal (Hancox y cols., 
2008). A diferencia de lo que sucede con el resto de canales iónicos, las características peculiares 
que definen al dominio del poro de los canales hERG, (tamaño más grande y flexible y la presencia 
de residuos aromáticos) van a favorecer que éstos puedan unirse a una enorme variedad de fármacos 
incluyendo, además de antiarrítmicos, otros fármacos muy diversos desde el punto de vista 
estructural como diuréticos, antihistamínicos, antifúngicos, antidepresivos, antipsicóticos, 
antibióticos, quimioterápicos antibacterianos o anticancerosos (Mitcheson y cols., 2000a;Tamargo, 
2000; Caballero y cols., 2003; Fernandez y cols., 2004; Roden y Viswanathan, 2005; Vandenberg y 
cols., 2017).  
Otra de las características a resaltar es que tres de las hermanas del probando (II:1, II:2 y 
II:5) experimentaron convulsiones desde la etapa infantil que conllevó en todos los casos a un 
diagnóstico inicial de epilepsia. A menudo, el SQTL es diagnosticado erróneamente como epilepsia 
debido a la aparición de convulsiones generalizadas que en el caso del SQTL pueden ser 
secundarias al desarrollo de taquicardia ventricular del tipo TdP. La asociación de epilepsia y 
síndrome de QT largo es más frecuente con el SQTL2 que con otros tipos de SQTL, probablemente 
debido a que el gen KCNH2 se expresa de forma abundante en el Sistema Nervioso Central 
(Johnson y cols., 2009; Zamorano-Leon y cols., 2012). Los canales hERG juegan un papel muy 
importante en el control de la homeostasis del K+ dentro del sistema glial que conforma el 
hipocampo (Emmi y cols., 2000). Diversos estudios han demostrado que existe una relación directa 
entre la regulación de la concentración del K+ en el espacio extraneuronal ejercida por los astrocitos 
y la actividad epileptiforme desarrollada a nivel del hipocampo (D'Ambrosio y cols., 1999). Este 
control en la concentración de K+ es necesario para asegurar la propagación de los PAs neuronales 
de tal modo que cuando ésta resulta alterada (por ejemplo mediante la inhibición de la corriente 
generada por los canales hERG), aumenta el riesgo de desarrollar actividad epiléptica (Janigro y 
cols., 1997). En este contexto es destacable que el sobrino III.2 del probando, portador de la 
mutación en el gen TBX20 (NM_001077653.2:c.931C>T) que codifica el factor de transcripción 
mutante Tbx20 p.R311C, pero no la mutación p.T152HfsX180 en los canales hERG, también 
experimentó convulsiones. De hecho, y curiosamente, este miembro de la familia fue diagnosticado 
de epilepsia pero no de SQTL al presentar un corazón que en principio es eléctrica y 
estructuralmente normal. Además de la variante en TBX20, este sujeto porta una mutación en el gen 
KCNH2 (NM000238.3:c.3203A>G), codificando los canales hERG p.Q1068R, que ya había sido 
descrita en la literatura (Anson y cols., 2004). Esta última variante también la portan dos de los 
hermanos del probando (II.1 y II.3) y el otro sobrino (III.1). El análisis funcional previo realizado 
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por Anson y colaboradores demostró que la mutación p.Q1068R aceleraba de manera significativa 
la inactivación y la recuperación de la inactivación de los canales hERG, de forma que las 
constantes de tiempo de estos procesos se desplazaban aproximadamente 10-20 mV en su 
dependencia de voltaje con respecto a las de los canales WT (Anson y cols., 2004), lo que podría 
causar, en último término, una ligera disminución de la IKr en los pacientes portadores. Por tanto, 
sería posible que esta alteración del gating de los canales produjese una prolongación del intervalo 
QT. Sin embargo, esta mutación es considerada una variante benigna, que aparece con una 
frecuencia del 0.03% en sujetos africanos y no una variante patogénica (Kapa y cols., 2009).  
Un hallazgo sorprendente fue que la hermana II.3 del probando porta las mismas mutaciones 
que el sobrino III.2 y no presentó un fenotipo de SQTL. Este miembro padece lupus eritematoso 
sistémico, con una disminución moderada en la función renal que da lugar a la presencia de una 
ligera hiperpotasemia que podría estar enmascarando un posible diagnóstico de SQTL. Es posible 
que el aumento de la concentración plasmática de K+ producido en esta paciente cause un aumento 
en la amplitud de la corriente generada por los canales hERG (Compton y cols., 1996). 
Curiosamente, lo que predice la ecuación de Nerst para un canal iónico selectivo para el K+ es que 
al aumentar la [K+]e disminuye la diferencia con la [K+]i y la fuerza electromotriz y, por tanto, la 
amplitud de la corriente debería ser menor. Sin embargo, se ha descrito que en los canales hERG el 
aumento de la [K+]e favorece la ocupación de un sitio de unión para el K+ localizado en la boca 
extracelular del canal hERG. La ocupación de dicho sitio de unión, determinado por la serina 631 
(equivalente a la treonina 449 en canales Shaker) causa un cambio conformacional que reduce la 
velocidad de la inactivación tipo-C de estos canales y que es responsable, en último término, del 
aumento de la IKr y del acortamiento del intervalo QT (Tamargo y cols., 2004). De hecho, los 
suplementos de K+ constituyen una de las estrategias terapéuticas que pueden utilizarse en estos 
pacientes (Compton y cols., 1996; Choy y cols., 1997; Etheridge y cols., 2003; Kapoor, 2008).  
 
1.1. La mutación p.T152HfsX180 en los canales hERG, por sí sola, no es responsable del 
desarrollo de SQTL 
 
Como se ha mencionado, la variante hERG p.T152HfsX180 da lugar a una proteína truncada 
de 332 aminoácidos, de los cuales, únicamente los primeros 152 se corresponden con la secuencia 
original del canal. Es de destacar que en esta región conservada del extremo N-terminal se incluye 
el dominio PAS que juega un papel importante en la regulación de la expresión y algunas 
propiedades biofísicas del canal. El análisis funcional de la mutación hERG p.T152HfsX180 
demostró que, como era de esperar, la transfección del ADNc que codifica hERG p.T152HfsX180 
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en células CHO no generó ningún tipo de corriente. Para simular la condición heterocigótica de los 
portadores de la mutación (probando y hermanas II.1 y II.6), hicimos experimentos en los que se 
coexpresó hERG p.T152HfsX180 y WT en proporción 1:1 en células CHO. Sorprendentemente, en 
estas condiciones se observaba un aumento de la IhERG registrada. Idénticos resultados se obtuvieron 
al expresar el ADNc codificando los canales hERG p.T152HfsX180 en células HL-1 las cuales 
expresan canales hERG de forma endógena. De hecho, en células HL-1 la expresión de la proteína 
truncada produjo un aumento de la IKr “dependiente de concentración”, es decir, a mayor cantidad 
de ADNc transfectado, mayor fue el aumento producido, lo que demuestra la especificidad del 
efecto. A consecuencia de este aumento, observamos que la densidad de la IhERG generada en 
células CHO por la transfección en heterocigosis de canales hERG WT + hERG p.T152HfsX180 no 
fue diferente de aquella generada por la transfección en homocigosis de canales hERG WT. Es más, 
la presencia conjunta de ambas formas no modificó la morfología de los PAs simulados mediante 
un modelo matemático de PA ventricular humano.  
En el año 2009, Gustina y Trudeau demostraron en oocitos de ranas del género Xenopus que la 
presencia de fragmentos de subunidades hERG incluyendo los residuos 1 a 135 del extremo N-
terminal (dominio PAS), era suficiente para restaurar el proceso de deactivación en canales hERG 
con diversas mutaciones (Y43A o R56Q) en el extremo N-terminal asociadas con el desarrollo de 
SQTL (Gustina y Trudeau, 2009). Como se ha descrito en el apartado de Introducción, el dominio 
PAS juega un papel crucial en el proceso de deactivación de los canales hERG gracias a la 
interacción con la región linker que une los segmentos S4 y S5 y con el dominio CNBHD del 
extremo C-terminal de cada una de las subunidades que forman el canal (Figura VI.1) (Gustina y 
Trudeau, 2011; Barros y cols., 2012; Gustina y Trudeau, 2012; Morais-Cabral y Robertson, 2015). 
En nuestro caso, hemos descrito por primera vez la existencia de una nueva función del extremo N-
terminal de los canales hERG al observar que el péptido hERG p.T152HfsX180, por sí solo, es 
capaz de ejercer un efecto chaperona sobre canales WT. En este contexto, sería interesante analizar 
el mecanismo responsable de este efecto chaperona producido por el péptido, así como identificar 
la secuencia responsable del mismo. En base a resultados previos obtenidos por nuestro grupo en 
otros canales, proponemos que la secuencia responsable formaría parte del extremo N-terminal 
nativo del canal hERG.  
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Figura VI.1. Representación esquemática de la interacción entre el fragmento correspondiente al dominio PAS 
(aminoácidos 1 al 135) con los canales hERG. En la figura sólo se representa una de las cuatro subunidades que 
forman el canal. (A) Interacción del dominio PAS de una subunidad hERG con la región linker que une los segmentos 
S4 y S5 y el dominio CNBHD de la misma subunidad. (B) La interacción del dominio PAS con el resto del canal no 
requiere de la presencia del dominio N-proximal (C) Los fragmentos del dominio PAS solubles no son capaces de 
suplantar al dominio PAS de canales hERG WT. (D) Los fragmentos del dominio PAS solubles rescatan la función de 
dominios PAS que presentan mutaciones de pérdida de función (R56Q) asociadas al desarrollo de SQTL y que son 
incapaces de interaccionar con las respectivas regiones de la subunidad hERG. [Adaptada de Gustina y Trudeau, 2009] 
 
De hecho, además de en los canales hERG, otros autores ya habían propuesto la posible 
existencia de un efecto chaperona en otros canales iónicos cardiacos. En el año 2012, Clatot y 
colaboradores presentaron unos experimentos muy preliminares que sugerían que el péptido que 
forma el dominio N-terminal de los canales de sodio Nav1.5 (de 132 aminoácidos) era capaz de 
aumentar la densidad de la INa registrada en células HEK que habían sido cotransfectadas con los 
canales Nav1.5 y el dominio N-terminal. Estos autores no describieron ni los mecanismos ni los 
determinantes moleculares de este efecto, aunque especulaban con la posibilidad de que dicho 
péptido pudiera actuar como un señuelo que favorecería que un mayor número de canales Nav1.5 
superasen el sistema de control de calidad celular y alcanzasen la membrana plasmática (Clatot y 
cols., 2012). Nuestro grupo demostró 4 años más tarde que el fragmento N-terminal de los canales 
de sodio Nav1.5 aumenta tanto la INa como la IK1 registradas en miocitos ventriculares de rata al 
ejercer un efecto chaperona sobre los canales que generan dichas corrientes a nivel ventricular 
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presenta un sitio de interacción con proteínas que presentan dominios PDZ, como la 1-sintrofina 
en el que es crítica la presencia de la serina en posición 20.  
A partir de estos resultados, sería interesante profundizar en el estudio de los determinantes 
moleculares y los mecanismos responsables del efecto chaperona producido por el péptido hERG 
p.T152HfsX180.  
Es importante destacar que el análisis funcional de la mutación p.T152HfsX180 en los 
canales hERG ha demostrado que la densidad de la IKr generada al coexpresar los canales WT con 
los mutados (condición de los portadores), es idéntica a la generada cuando se expresan los canales 
WT en solitario. Este resultado sugiere que la mutación p.T152HfsX180 en los canales hERG, por 
sí sola, podría no ser responsable de la aparición de SQTL en la familia estudiada. 
 
2. ANÁLISIS FUNCIONAL DE LA MUTACIÓN Tbx20 p.R311C 
 
El probando II:4, sus hermanas II:3 y II:6, y su sobrino III:2, portan una mutación de cambio 
de sentido en heterocigosis en el gen TBX20 (NM_001077653.2:c.931C>T) que codifica el factor 
de transcripción Tbx20 p.R311C. El análisis bioinformático mediante la utilización de diversos 
predictores que consideran la posición y el cambio de aminoácido entre otras cosas, nos indicó que 
dicha variante era altamente patogénica. Diversos estudios han identificado numerosas mutaciones 
en heterocigosis en el gen TBX20 asociadas al desarrollo de cardiopatías congénitas que cursan con 
anomalías en el septo interauricular e interventricular, CMD, alteraciones en el sistema valvular, 
FOP, DVPAT, tetralogía de Fallot, defectos del septo auriculoventricular y/o pentalogía de Fallot 
(Kirk y cols., 2007; Liu y cols., 2008; Qian y cols., 2008; Posch y cols., 2010; Mittal y cols., 2016; 
Ghosh y cols., 2017; Huang y cols., 2017). De hecho, Tbx20 es un factor de transcripción que juega 
un papel muy importante en la regulación de la expresión génica durante la organogénesis 
embrionaria en vertebrados, incluyendo el desarrollo del corazón, sistema nervioso y las diferentes 
extremidades (Meins y cols., 2000). Dicha función la lleva a cabo gracias a la presencia en su 
estructura de un dominio T-box que permite su interacción con regiones específicas del ADN y de 
dominios de transactivación y transrepresión que modulan dicha interacción, lo que permite activar 
o inhibir, respectivamente, la expresión de los diferentes genes de una manera perfectamente 
controlada y ordenada. No obstante, cabe destacar que en este proceso no sólo participa Tbx20 sino 
que éste va a actuar en combinación y de manera jerárquica con diversos cofactores y factores de 
transcripción involucrados igualmente en el desarrollo cardiaco (Stennard y cols., 2003; Plageman y 
Yutzey, 2005; Kaltenbrun y cols., 2013). Por todo ello, cabría esperar que aquellos miembros de la 
familia que portan la mutación en Tbx20 presentasen algún tipo de anomalía estructural cardiaca. 
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Sin embargo, la localización de la mutación p.R311C en el dominio transactivador y no en el 
dominio T-box del factor, responsable de su unión al ADN en la mayor parte de los genes diana que 
participan en la cardiogénesis, podría explicar, al menos en parte, la ausencia de defectos 
estructurales cardiacos en los portadores de la misma.  
Cabe destacar que estudios previos ya habían confirmado que, en animales como el ratón o 
moscas del género Drosophila, Tbx20 es un determinante clave no solo en el desarrollo cardiaco 
sino también en la regulación de la función cardiaca adulta (Qian y cols., 2008; Shen y cols., 2011). 
De esta manera, se ha demostrado que en moscas adultas en las que se suprime el gen que codifica 
el factor neuromancer (nmr2; ortólogo invertebrado de Tbx20) desarrollan alteraciones cardiacas 
que incluyen anomalías en el patrón de contracción, visibles por la presencia de bradicardia y 
latidos irregulares/arritmias, así como anomalías en la estructura fibrilar que compone el tejido 
muscular cardiaco. Por su parte, en corazones de ratones adultos knockout para el gen Tbx20 se ha 
observado que existen claras diferencias dependiendo si la ausencia de expresión del factor se 
produce en homocigosis (pérdida de función de los dos alelos del gen) o en heterocigosis (pérdida 
de función de sólo uno de los alelos). En homocigosis se observa el desarrollo de una 
cardiomiopatía grave que causa la muerte precoz del animal (Shen y cols., 2011), mientras que 
cuando se suprime sólo uno de los dos alelos, se observa la aparición de CMD con defectos en la 
formación del sistema valvular y anomalías en el proceso de septación (Kirk y cols., 2007). 
 
2.1. Tbx20 WT, pero no Tbx20 p.R311C, regula los niveles de expresión del gen KCNH2 en el 
miocardio adulto humano 
 
El análisis funcional del efecto de Tbx20 sobre las diferentes corrientes iónicas implicadas en 
el PA ventricular humano nos permitió demostrar que dicho factor, tanto en su forma WT como 
p.R311C, no es capaz de regular la expresión de los canales iónicos responsables de la IKs, INa e If 
en células HL-1 o la IK1 en miocitos ventriculares de rata. Realizamos un estudio exhaustivo de la 
presencia del sitio consenso de unión de Tbx20 a las regiones promotoras de los genes que 
codifican diversos canales iónicos y proteínas reguladoras en el hombre y en el ratón. En el caso de 
la INa, If o IK1 la ausencia de efecto podría explicarse por el hecho de que los promotores de los 
genes que codifican la expresión de estos canales tanto en el ratón como en el hombre carecen del 
sitio consenso de unión para Tbx20. 
Con respecto a la IKs, cabe destacar que los resultados obtenidos en el WB demostraron que 
ambas formas de Tbx20 aumentaron significativamente la expresión de la proteína auxiliar minK. 
En el miocardio adulto humano, los canales que generan la IKs están formados por el ensamblaje de 
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cuatro subunidades α Kv7.1 junto con dos subunidades auxiliares minK (Sanguinetti y cols., 1996; 
Chen y cols., 2003). Éstas últimas modulan la corriente generada por los canales, aumentando la 
conductancia de las subunidades Kv7.1 (Sesti y Goldstein, 1998). Por tanto, cabría esperar que el 
aumento en minK estuviese acompañado de un aumento de la IKs. Sin embargo, Xu y colaboradores 
demostraron que la proteína minK puede actuar como una chaperona endocítica, favoreciendo la 
internalización de complejos Kv7.1-minK y controlando con ello la expresión neta de canales en la 
membrana así como la densidad de la IKs (Xu y cols., 2009). Esta acción dual podría explicar el 
hecho de que el aumento en minK no se acompañe de un cambio en la densidad de la IKs.  
Por otro lado, demostramos que Tbx20, tanto WT como p.R311C, aumentó significativamente 
la ICa,L generada en células HL-1, confirmando estudios previos en el miocardio adulto de ratón que 
demuestran que dicho factor es capaz de aumentar la expresión de los canales de calcio Cav1.2 y, 
por tanto, la corriente generada por ellos (Shen y cols., 2011). Este aumento sería consecuencia de 
la interacción de Tbx20 con el promotor del gen Cacna1c en el ratón que, tal y como hemos 
demostrado en el análisis bioinformático realizado, presenta la secuencia consenso de unión para 
Tbx20. Sin embargo, Tbx20 fue incapaz de modificar la ICa,L registrada en hiPSC-CMs, resultado 
que concuerda con el hecho de que el promotor del gen humano CACNA1C, codificando los canales 
Cav1.2, no presenta la secuencia consenso de unión para este factor. 
Nuestros resultados demuestran en primicia que Tbx20 es capaz de ejercer un efecto pro-
transcripcional sobre el gen KCNH2, aumentando significativamente la expresión de canales hERG 
así como la IKr registrada tanto en células HL-1 como en hiPSC-CMs. Este hecho concuerda con la 
presencia del sitio consenso de unión de Tbx20 al promotor del gen KCNH2 en ratón y en el 
hombre. Es importante destacar que hemos demostrado que en el miocardio adulto Tbx20 regula de 
forma específica la expresión de estos canales, sin afectar la de otros canales que también participan 
en la génesis del PA ventricular. Estos resultados tienen una gran relevancia considerando que la IKr 
es la principal corriente responsable de la fase 3 de la repolarización ventricular humana, por lo que 
juega un papel crítico en el control de la DPA y del periodo refractario. De hecho, tal como se ha 
mencionado anteriormente, mutaciones de ganancia o pérdida de función en el gen KCNH2 causan 
síndrome de QT corto o síndrome de QT largo, respectivamente (Sanguinetti, 2010; Abriel y 
Zaklyazminskaya, 2013; Smith y cols., 2016). 
El análisis funcional de la mutación p.R311C en Tbx20 demostró que dicho mutante no sólo 
no aumentaba la expresión de los canales y la densidad de la IKr sino que la disminuía. Sin embargo, 
en experimentos de luciferasa pudimos observar que a pesar de que p.R311C Tbx20 carecía 
completamente de actividad pro-transcripcional sobre el promotor del gen KCNH2, no produjo una 
disminución de dicha actividad. Para tratar de explicar este resultado, realizamos experimentos de 
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luciferasa en los que determinamos el efecto de la cotransfección (Tbx20 WT + p.R311C) sobre la 
actividad transcripcional del promotor del gen KCNH2. En dichos experimentos pudimos observar 
que en presencia de la forma mutada del factor, se reduce el efecto pro-transcripcional de la forma 
WT, es decir, podríamos concluir que la forma mutada está actuando como un antagonista 
competitivo de la forma WT.  
En hiPSC-CMs la variante Tbx20 p.R311C prolongó significativamente la DPA como 
consecuencia de la disminución producida sobre la IKr. Es de destacar que la prolongación de la 
DPA fue significativamente mayor a frecuencias cardiacas lentas. Este fenómeno es muy 
característico del SQTL2 (Skinner y cols., 2019), en el que la bradicardia exacerba la prolongación 
de la DPA y es uno de los desencadenantes de eventos arrítmicos en estos pacientes.   
Al igual que sucede en el miocardio en desarrollo, se ha sugerido que en el corazón adulto de 
diferentes especies, incluido el hombre, Tbx20 no va a actuar de forma aislada sino en combinación 
con otros factores formando lo que se denomina una cohorte transcripcional, que será la encargada 
de regular la expresión de genes que participan en el control del funcionamiento de dicho órgano. 
En el caso de Tbx20 se ha demostrado su interacción funcional con el factor potenciador específico 
de miocitos 2A (Mef2A o myocyte-specific enhancer factor 2A), Tead1, el factor relacionado con el 
receptor de estrógenos (Esrr o estrogen receptor-related receptor) y Creb1 (cAMP responsive 
element binding protein 1), los cuales, a su vez, van a responder a estímulos como la concentración 
intracelular de Ca2+, los contactos célula-célula, diferentes estímulos electrofisiológicos, el ritmo 
circadiano, el metabolismo energético y los niveles de AMPc intracelulares (Figura VI.2) (Shen y 
cols., 2011). Diversos estudios han demostrado que los factores de transcripción cardiacos, además 
de unirse entre sí formando diferentes complejos, pueden unirse por separado a secuencias consenso 
en el ADN muy similares y/o muy próximas entre sí (separadas por 500 pb o menos). De hecho, en 
el modelo propuesto por Shen y colaboradores se sugiere que, a diferencia de lo que sucede durante 
la cardiogénesis, en el miocardio adulto Tbx20 no regula la expresión génica interaccionando 
físicamente con el resto de factores que forman la cohorte sino que, por el contrario, cada uno de 
ellos va a unirse a diferentes secuencias consenso situadas consecutivamente dentro de la región 
promotora de los respectivos genes diana (Figura VI.2) (Shen y cols., 2011). Así, la unión de un 
factor u otro dependerá de los diferentes grados de afinidad que éstos posean por su respectivo sitio 
de interacción con el ADN.  






































Figura VI.2. Tbx20 regula la expresión génica en el miocardio adulto humano gracias a la formación de una 
cohorte transcripcional con otras proteínas que incluyen el factor potenciador específico de miocitos 2A (Mef2A), 
Tead1, el factor relacionado con el receptor de estrógenos (Esrr) y Creb1. Estos factores van a unirse por separado 
a diferentes secuencias consenso localizadas muy próximas entre sí en la región promotora de los diferentes genes diana 
a los que regulan. A su vez, dichos factores van a ser regulados por diferentes estímulos como la concentración 
intracelular de Ca2+, el tamaño del órgano, los contactos célula-célula, diferentes estímulos electrofisiológicos, el ritmo 
circadiano, el metabolismo energético y los niveles de AMPc intracelulares. [Adaptada de Shen y cols., 2011] 
 
Por tanto, es posible que la expresión del gen KCNH2 esté regulada por Tbx20 en 
combinación con el resto de factores que conformarían la cohorte transcripcional en el miocardio 
adulto humano. Si así fuera, podría ser que la mutación en Tbx20 además de afectar directamente a 
la transcripción de este gen como demuestran nuestros experimentos de luciferasa, estuviera 
comprometiendo la capacidad de dicho factor para coordinar las respuestas adaptativas que la 
cohorte pone en marcha con el fin de regular correctamente la expresión del gen. Esto podría dar 
lugar a que algunos portadores de la mutación presenten un fenotipo leve en condiciones basales, 
pero que pudiera agravarse ante situaciones más demandantes en las que el miocardio no va a lograr 
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adaptarse, como por ejemplo ante un aumento del tono simpático o la prolongación de la 
repolarización ventricular inducida por fármacos u hormonas (como sería la realización del test de 
adrenalina). De hecho, en la hermana II:6 del probando dicho síndrome se diagnostica de SQTL2 
en base a esta última prueba. Asimismo, en otros miembros de la familia como el sobrino III:2, 
estos análisis podrían ser de gran utilidad ya que, a pesar de que dicho sujeto no se diagnosticara 
inicialmente con SQTL, presenta un alto riesgo de desarrollar posibles episodios de síncope o MSC 
durante la etapa adulta debido a la combinación genética (heterocigosis digénica) que presenta 
(Giudicessi y Ackerman, 2013). Es más, sabiendo que Tbx20 p.R311C es incapaz de ejercer un 
efecto pro-transcripcional sobre el gen KCNH2, podría ser que en este sujeto la epilepsia estuviese 
siendo desencadenada por la presencia conjunta de este mutante con hERG p.Q1068R.. De hecho, 
diversos estudios han demostrado que Tbx20 no solo es expresado a nivel cardiaco sino también 
durante el desarrollo del sistema nervioso en embriones de ratón y humanos (Meins y cols., 2000; 
Kraus y cols., 2001; Song y cols., 2006; Song y cols., 2015). Más aún, se ha confirmado que en el 
humano Tbx20 se encuentra fundamentalmente implicado en la diferenciación de las neuronas 
motoras craneales localizadas en la parte cerebral posterior y en la región cervical de la médula 
espinal (Song y cols., 2006).  
 
Los resultados del análisis genotipo-fenotipo conjuntamente con los obtenidos mediante el 
análisis funcional nos permiten concluir que la presencia simultánea de las mutaciones en KCNH2 y 
en TBX20 contribuiría a la prolongación del intervalo QT responsable del desarrollo de SQTL2 en 
esta familia. 
 
3. ANÁLISIS FUNCIONAL DE LA VARIANTE c.-66A>G EN EL GEN KCNN3 
 
El probando, la hermana II:6 y el sobrino III:1 portan una mutación (c.-66A>G) en la región 
promotora del gen KCNN3, que codifica los canales de potasio de baja conductancia activados por 
Ca2+ tipo 3 (SK3). Estos canales son activados durante la contracción del músculo cardiaco, en 
respuesta al aumento de la concentración de Ca2+ intracelular, generando una corriente de salida de 
K+ que repolariza la membrana de los cardiomiocitos y acorta con ello la DPA (Chang y Chen, 
2015). A pesar de que estos canales se encuentran localizados tanto en aurículas como ventrículos 
(Xu y cols., 2003; Tuteja y cols., 2005; Tuteja y cols., 2010), los datos funcionales sugieren que en 
condiciones fisiológicas participan fundamentalmente en el proceso de repolarización auricular 
(Nagy y cols., 2009; Skibsbye y cols., 2014; Zhang y cols., 2014). Cabe destacar que la mutación 
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presenta una penetrancia incompleta en la familia, ya que de los tres portadores de la variante sólo 
dos (la hermana II:6 y el probando) presentan un fenotipo de SQTL.  
 
3.1. La mutación c.-66A>G en la región promotora del gen KCNN3 no es responsable del 
desarrollo de SQTL 
 
Los resultados obtenidos mediante el ensayo de luciferasa en células HL-1 demuestran que la 
mutación c.-66A>G en el promotor del gen KCNN3 suprime completamente la transcripción de éste 
por parte de SP1 que fue el factor de transcripción que se utilizó como control positivo. Por otra 
parte, en el análisis bioinformático identificamos la presencia de la secuencia consenso de unión 
para Tbx20 en el promotor de KCNN3. Por este motivo, realizamos ensayos de luciferasa para 
analizar si Tbx20 también regula la actividad transcripcional de dicho promotor y, en caso de que la 
hubiera, si la mutación p.R311C Tbx20 estaría afectando dicha regulación. Los ensayos de 
luciferasa demostraron que Tbx20 WT, pero no p.R311C, ejercía un efecto pro-transcripcional 
sobre la forma nativa del promotor del gen KCNN3. Cuando se realizaron los ensayos utilizando la 
forma mutada del promotor (c.-66A>G), ninguna de las dos formas de Tbx20 fue capaz de regular 
la expresión de dicho gen. Estos resultados sugerirían que los portadores de ambas mutaciones en 
heterocigosis (p.R311C en Tbx20 y c.-66A>G en el promotor de KCNN3) presentarán una 
haploinsuficiencia de KCNN3 y por tanto una disminución de la expresión de los canales SK3. Sin 
embargo, el análisis funcional realizado en células CHO con el fin de determinar el grado de 
participación de la corriente generada por los canales SK3 durante el desarrollo de un PA 
ventricular cardiaco, demostró que la dependencia de tiempo de la conductancia de los canales era 
idéntica a la de la morfología del PA, sugiriendo que la relación de la conductancia con el potencial 
de membrana era lineal. Es decir, y como se había descrito previamente en la literatura, nuestros 
resultados apoyarían la hipótesis de que en condiciones fisiológicas los canales SK3 no van a 
participar en el proceso de repolarización ventricular. De hecho se había descrito que la apamina 
(un bloqueante selectivo de canales SK3) no modifica la DPA en muestras de preparaciones 
multicelulares tanto auriculares como ventriculares de diferentes especies, incluyendo el hombre 
(Nagy y cols., 2009; Chang y Chen, 2015). Por tanto, estos hallazgos sugerirían que la mutación c.-
66A>G en la región promotora del gen KCNN3 no es responsable de la prolongación de la DPA 
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4. IMPLICACIONES CLÍNICAS  
 
Se ha demostrado que el SQTL está caracterizado por una baja penetrancia y una amplia 
variabilidad fenotípica en aquellas familias diagnosticadas con la enfermedad (Priori y cols., 1999; 
Giudicessi y Ackerman, 2013). Estas características se observan en los miembros de la familia 
estudiada en los que el fenotipo varió desde un grado medio desarrollado en el probando hasta un 
fenotipo más grave con manifestaciones clínicas importantes en la hermana II:1. La variabilidad 
fenotípica en el SQTL puede explicarse no sólo por la presencia de parámetros demográficos tales 
como el género o la edad del individuo, sino también por la existencia de “modificadores genéticos” 
adicionales como SNPs (Napolitano y cols., 2015) o la presencia de posibles combinaciones entre 
mutaciones de diferentes genes (heterocigosis digénica), o alelos de un mismo gen (heterocigosis 
compuesta), que dan lugar a fenotipos patológicos de diversa gravedad (Westenskow y cols., 2004; 
Lin y cols., 2008; Wilde, 2010; Napolitano y cols., 2015). Es importante destacar que todas estas 
condiciones convergen en nuestra familia española.  
 
4.1. La presencia conjunta de las mutaciones p.T152HfsX180 en los canales hERG y 
p.R311C en el factor Tbx20 favorece el desarrollo de SQTL 
 
Tanto el probando II:4 como la hermana II:6 presentan heterocigosis digénica al portar la 
mutación p.T152HfsX180 en los canales hERG y p.R311C en Tbx20. Como bien hemos descrito, la 
mutación p.T152HfsX180 en los canales hERG, por sí sola, no parece responsable del desarrollo de 
SQTL. Por su parte, hemos demostrado que Tbx20 p.R311C no va a ser capaz de ejercer un efecto 
pro-transcripcional sobre el gen KCNH2 pero sí que es capaz de unirse al promotor de éste, de 
hecho, va a competir con Tbx20 WT por dicha unión. Esto significa que la actividad transcripcional 
ejercida por Tbx20 WT, si suponemos que la relación entre ambas formas del factor es 1:1 y que se 
unen con la misma afinidad al ADN, debería disminuir aproximadamente a la mitad en relación a 
aquellos sujetos que no portan la mutación, disminuyendo con ello los niveles de expresión de los 
canales hERG, tanto su forma WT como p.T152HfsX180. Nuestros resultados obtenidos, tanto en 
células HL-1 como en hiPSC-CMs, así lo confirman. Aun así, la presencia de este fenómeno, por sí 
solo, no es responsable del desarrollo de SQTL. Los resultados de la presente Tesis Doctoral 
demuestran que hace falta más de un “hit” o mutación para dar lugar al desarrollo de SQTL en los 
miembros de la familia estudiada. Así pues, la presencia conjunta de las mutaciones p.R311C en 
Tbx20 y p.T152HfsX180 en los canales hERG es la responsable de disminuir la cantidad de canales 
hERG expresados a nivel de membrana de tal manera que la IKr generada sea de una magnitud al 
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menos dos veces menor que la generada en aquellos sujetos no portadores de dichas variantes. La 
presencia de ambas mutaciones, por tanto, es la responsable de generar el fenotipo de SQTL tanto 
en el probando como en la hermana II:6. 
 
5. LIMITACIONES DEL ESTUDIO  
   
El estudio presenta una serie de limitaciones que pueden ser comunes a cualquier estudio 
experimental de esta naturaleza. La aproximación experimental ideal hubiese sido utilizar los 
hiPSC-CMs para analizar funcionalmente los efectos producidos por Tbx20, tanto WT como 
p.R311C, no sólo sobre la IKr sino sobre todas las corrientes cardiacas responsables del desarrollo 
de la fase de repolarización del PA ventricular humano. Sin embargo, la complejidad de los 
procesos de diferenciación, maduración y manejo de las mismas limita el acceso a este tipo de 
células. De todas formas, la gran mayoría de los resultados de la presente Tesis Doctoral han sido 
obtenidos en diversos modelos celulares que incluyen sistemas heterólogos de expresión, una línea 
celular inmortal de origen murino auricular (HL-1) y los hiPSC-CMs. También habría sido 
interesante analizar los efectos de ambas formas de Tbx20 sobre cardiomiocitos diferenciados desde 
hiPSCs derivadas directamente de cada uno de los miembros de nuestra familia objeto de estudio. 
Esto último nos habría permitido analizar el impacto y las consecuencias de cada una de las 
variantes identificadas en un contexto fisiológico lo más parecido posible a lo que verdaderamente 
ocurre en cada uno de los sujetos. Sin embargo, es importante destacar que todos los modelos 
experimentales utilizados son perfectamente válidos y permiten reproducir las consecuencias 
electrofisiológicas de las mutaciones identificadas en los distintos portadores.  
 
En la presente Tesis Doctoral demostramos, por primera vez, que el factor de transcripción 
regula la expresión del gen KCNH2 en el miocardio adulto y, en consecuencia, participa en el 
control de la repolarización ventricular en el hombre. De hecho, mutaciones en el gen TBX20 que 
comprometen esta regulación, dan lugar a la aparición de SQTL2. Por ello, el gen TBX20 puede 
considerarse un gen asociado a SQTL o bien un “gen modificador” que contribuye a la disminución 
de la reserva repolarizante miocárdica y con ello a la aparición de SQTL. La posible implicación de 
las futuras variantes en TBX20 en el pronóstico, penetrancia y variabilidad fenotípica del SQTL 








































































































Los resultados obtenidos en la presente TESIS DOCTORAL nos permiten concluir: 
 
1. En el caso índice de una familia con SQTL tipo 2 identificamos mediante métodos de 
secuenciación masiva tres mutaciones en heterozigosis (p.T152HfsX180, p.R311C y c.-66A>G) 
que afectan a los canales hERG, al factor de transcripción Tbx20 y a la región promotora del 
gen KCNN3, respectivamente. 
 
2. La mutación con desplazamiento del marco de lectura (p.T152HfsX180) de los canales hERG 
no modifica la densidad de la IKr en células HL-1 ni la duración de los PAs ventriculares 
humanos generados por un modelo matemático. De hecho, el péptido hERG p.T152HfsX180 
ejerce un efecto chaperona sobre los canales hERG WT aumentando la expresión de éstos.  
 
3. El factor de transcripción Tbx20 ejerce un efecto pro-transcripcional sobre el gen KCNH2 
humano lo que aumenta la expresión de canales hERG y la IKr generada por éstos en hiPSC-
CM. De hecho, la sobreexpresión de Tbx20 abrevia la duración de los PAs registrados en estos 
cardiomiocitos. 
 
4. Por el contrario, Tbx20 p.R311C es incapaz de ejercer dicho efecto pro-transcripcional 
disminuyendo de forma significativa la expresión de los canales hERG y de la IKr. Esta 
disminución de la IKr prolonga significativamente la duración de los PAs registrados en hiPSC-
CM.  
 
5. Ni la forma nativa ni la mutada de Tbx20 regulan la expresión de los canales iónicos que 
generan las corrientes despolarizantes INa e ICa,L y las corrientes de K IKs, If, e IK1. 
 
6. La mutación c.-66A>G en la región promotora del gen KCNN3 suprime completamente la 
transcripción del gen. Sin embargo, dado que el papel fisiológico de los canales SK3 en la 
repolarización de los PAs ventriculares humanos es cuando menos desconocido, parece poco 
probable que esta mutación fuera la responsable de la prolongación de la DPA implicada en la 
aparición de SQTL en la familia estudiada. 
 
7. La presencia conjunta de las mutaciones p.R311C en Tbx20 y p.T152HfsX180 en los canales 
hERG sería responsable del SQTL del caso índice y del resto de miembros de la familia. 
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8. Por tanto, el gen TBX20 puede considerarse un gen asociado a SQTL o bien un “gen 
modificador” cuyas mutaciones podrían contribuir a la disminución de la reserva repolarizante 
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τ: Constante de tiempo (ms) 




ADN: Ácido desoxirribonucleico  
   ADNc: ADN complementario 
ADP: Adenosín difosfato 
Aminoácido 
A (Ala): Alanina 
C (Cys): Cisteína 
D (Asp): Ácido aspártico 
E (Glu): Ácido glutámico 
F (Phe): Fenilalanina 
G (Gly): Glicina 
H (His): Histidina 
I (Ile): Isoleucina 
K (Lys): Lisina 
L (Leu): Leucina 
M (Met): Metionina 
N (Asn): Asparagina 
P (Pro): Prolina 
Q (Gln): Glutamina 
R (Arg): Arginina 
S (Ser): Serina 
T (Thr): Treonina 
V (Val): Valina 
W (Trp): Triptófano 
Y (Tyr): Tirosina 
AMPc: Adenosin monofosfato cíclico 
APA: Amplitud del PA 
ARN: Ácido ribonucleico 
   ARNm: ARN mensajero 
ATP: Adenosín trifosfato 
AV: Aurículo-ventricular 
[Ca2+]e/i: Concentración extra/intracelular de Ca2+ 
CaM: Calmodulina 
Cav1.2: subunidad α canales Ca2+ voltaje dependientes  
tipo L 
CHO: Células de ovario de hámster chino 
Cm: Capacitancia de la membrana celular 
CMD: Cardiomiopatía dilatada 
CMs: Cardiomiocitos 
CNBHD (cyclic nucleotide-binding homology 
domain): Dominio del extremo C-terminal de canales 
hERG homólogo al dominio de unión a nucleótidos 
cíclicos 
CNIC: Centro Nacional de Investigaciones 
Cardiovasculares Carlos III 
Consorcio ITACA: Investigación Traslacional en 
Arritmias Cardiacas hereditarias 
Creb1: cAMP responsive element binding protein 1 
DAI (DCI): dispositivo automático implantable / 
dispositivo desfibrilador automático (Implantable 
Cardioverter Defibrillator o sus siglas ICD) 
DPA: Duración del PA 
DPA20: duración del PA medida al 20% de la 
repolarización 
DPA50: duración del PA medida al 50% de la 
repolarización 
DPA90: duración del PA medida al 90% de la 
repolarización 
DPP: Dipeptidilpeptidasa 
DSCI: Denervación simpática cardíaca izquierda 
DVPAT: Drenaje venoso pulmonar anómalo total 
Eag: Ether-a-go-go 
EBa: Potencial de inversión para el Ba2+ 
ECG: Electrocardiograma 
EDN: Efecto dominante negativo 
EEM: error estándar de la media 
EK: Potencial de inversión para el K+ 
Em: Potencial de membrana 
ENa: Potencial de inversión para el Na+ 
Esrr: Factor relacionado con el receptor de estrógenos 
FA: Fibrilación auricular 
FOP: Foramen oval permeable 
FV: Fibrilación ventricular 
G: conductancia  
GFP (green fluorescent protein): Proteína verde 
fluorescente 
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HDAC2: Histona deacetilasa tipo 2 
HCN: Canales activados por la hiperpolarización 
regulados por nucleótidos cíclicos 
(Hyperpolarization activated Cyclic Nucleotide-
gated channels) 
hERG (human ether-à-go-go related gene).  
También denominadas subunidades Kv11.1. 
Subunidad α de los canales que generan IKr 
hiPSC: human induced pluripotent stem cell 
hiPSC-CM (cardiomyocyte from human induced 
pluripotent stem cell): Cardiomiocitos derivados de 
células madre pluripotentes inducidas humanas 
HL-1: Línea celular procedente de linaje tumoral 
auricular murino 
Hz: Hercio. Unidad de frecuencia 
IBa: Corriente de Ba2+ 
ICa,L: Corriente de entrada de Ca2+ 
If: Corriente hiperpolarizante marcapasos 
(“funny current”) 
IhERG: Corriente generada en células CHO 
transfectadas con canales hERG 
IK1: Corriente de K+ con rectificación interna 
IK,ACh: Corriente de salida de K+ activada por ACh 
IK,ATP: Corriente de K+ sensible a ATP 
IKr: Corriente rectificadora tardía de salida de K+ de 
activación rápida 
IKs: Corriente rectificadora tardía de salida de K+ de 
activación lenta  
IKur: Corriente rectificadora tardía de salida de K+de 
activación ultrarrápida 
INa: Corriente de entrada de Na+ 
INa,L: Corriente tardía de entrada de Na+ 
ISK3: Corriente generada en células CHO transfectadas 
con canales SK3 
Ito1: Corriente transitoria de salida de K+ cardíaca 
Ito2: Corriente transitoria de salida de Cl- activada por 
Ca2+ 
I-V: Relación intensidad de corriente-voltaje 
JLN: Síndrome Jervell y Lange-Nielsen 
k: Valor de la pendiente de la curva 
[K+]e/i: Concentración extra/intracelular de K+ 
KACh: Canales de K+ activados por ACh 
KCa: Canales de K+ activados por Ca2+ 
KChAP: K+ Channel-Associated Protein 
KChIP: Kv Channel Interacting Protein 
kDa: kiloDalton. Unidad de masa atómica 
Kir: Canales de K+ rectificadores internos 
Kv: Canales de K+ dependientes de voltaje 
LJP: Liquid Junction Potencial 
lpm: Latidos por minuto 
Mef2A: Factor potenciador específico de miocitos 2A 
minK: Minimal K+ channel subunit 
MOI: Multiplicidad de infección 
MiRP: MinK-Related Peptides 
ms: Milisegundos 
MSC: Muerte súbita cardiaca 
MTA1: Proteína asociada a metástasis tipo 1 
mV: Milivoltios 
Nav1.5: Subunidad α canales de Na+ voltaje 
dependientes 
Nedd4-2: proteína ubiquitin ligasa E3 
NuRD: Complejo implicado en el remodelamiento del 
nucleosoma 
pA: PicoAmperio. Unidad de amplitud de corriente 
PA: Potencial de acción 
PAS: Dominio del extremo N-terminal de canales 
hERG formado por secuencia “Per-Arnt-Sim” 
pb: Pares de bases 
PDM: potencial diastólico máximo 
PDZ: Referido a dominio PDZ  
    (Post synaptic density protein (PSD95), Drosophila 
disc large tumor suppressor (Dlg1), and Zonula 
occludens-1 protein (zo-1)) 
pF: PicoFaradio; Unidad de capacidad eléctrica. Medida 
de la capacitancia celular 
PIP2: Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato 
PKA: Protein-quinasa dependiente de AMPc 
PKC: Protein-quinasa C 
PLC: Fosfolipasa C 
PMA: Forbol-12-miristato-13-acetato  
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QTc: Intervalo QT corregido 
RBBP4/RBBP7 (RB Binding Protein 4/7): Proteínas 
de unión a histonas 
RE: Retículo endoplásmico 
RUVBL1/RUVBL2 (RuvB-like 1/2): Helicasas de 
ADN 
RyR2: Receptor de rianodina 
SA: Senoauricular 
SAP: Síndrome arritmogénico primario 
SBr: Síndrome de Brugada 
SEN: Señal de exportación nuclear 
shRNA: Short hairpin RNA. Referido a un tipo de 
ARN de interferencia utilizado para silenciar una     
determinada proteína 
SIDS (Sudden Infant Death Syndrome): Síndrome de la 
muerte súbita del lactante 
SK3: Subunidad α canal de K+ de baja conductancia 
activado por Ca2+ tipo 3  
SLN: Señal de localización nuclear 
SNC: Sistema nervioso central 
SNPs (single nucleotide polymorphism): polimorfismo 
de un solo nucleótido 
SQTC: Síndrome QT Corto 
SQTL: Síndrome QT Largo 
   SQTLc: SQTL congénito 
   SQTLa: Síndrome QT Largo adquirido 
SRT: Síndrome de Repolarización Temprana o precoz  
TEA: Tetraetilamonio 
TdP: Torsade de pointes 
TLE1/TLE3: Co-represores familia TLE/Groucho 
TM: Transmembrana 
TV: Taquicardia ventricular polimórfica 
TVPC: Síndrome de Taquicardia Ventricular 
Polimórfica Catecolaminérgica 
Vh: Punto medio de la curva 
Vmáx: velocidad máxima de despolarización 
WB: Western blot 
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Long QT syndrome (LQTS) exhibits great phenotype variability among
family members carrying the same mutation, which can be partially
attributed to genetic factors. We functionally analyzed the KCNH2
(encoding for Kv11.1 or hERG channels) and TBX20 (encoding for the
transcription factor Tbx20) variants found by next-generation sequenc-
ing in two siblings with LQTS in a Spanish family of African ancestry.
Affected relatives harbor a heterozygous mutation in KCNH2 that en-
codes for p.T152HfsX180 Kv11.1 (hERG). This peptide, by itself, failed to
generate any current when transfected into Chinese hamster ovary
(CHO) cells but, surprisingly, exerted “chaperone-like” effects over na-
tive hERG channels in both CHO cells and mouse atrial-derived HL-1
cells. Therefore, heterozygous transfection of native (WT) and
p.T152HfsX180 hERG channels generated a current that was indistin-
guishable from that generated by WT channels alone. Some affected
relatives also harbor the p.R311Cmutation in Tbx20. In human induced
pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes (hiPSC-CMs), Tbx20 en-
hanced human KCNH2 gene expression and hERG currents (IhERG)
and shortened action-potential duration (APD). However, Tbx20 did
not modify the expression or activity of any other channel involved
in ventricular repolarization. Conversely, p.R311C Tbx20 did not in-
crease KCNH2 expression in hiPSC-CMs, which led to decreased IhERG
and increased APD. Our results suggest that Tbx20 controls the expres-
sion of hERG channels responsible for the rapid component of the
delayed rectifier current. On the contrary, p.R311C Tbx20 specifically
disables the Tbx20 protranscriptional activity over KCNH2. Therefore,
TBX20 can be considered a KCNH2-modifying gene.
Tbx20 | hERG channels | long QT syndrome | cardiomyocytes |
human induced pluripotent stem cells
Long QT syndrome (LQTS) is characterized by abnormal pro-longation of the QT interval of the electrocardiogram (ECG)
and is due to delayed ventricular repolarization. LQTS increases the
occurrence of ventricular tachyarrhythmias, particularly torsade de
pointes, leading to recurrent syncope, seizures, ventricular fibrilla-
tion, and sudden cardiac death (SCD) (1). At least 15 genes have
been reported in autosomal-dominant forms of LQTS (1). How-
ever, mutations in KCNQ1 (LQT1), KCNH2 (LQT2), and SCN5A
(LQT3) represent the most frequent forms of LQTS (∼90%) (1, 2).
KCNH2 encodes Kv11.1, or hERG, channels, which generate the
rapid component of the delayed rectifier current (IKr) responsible for
ventricular repolarization in humans (3). In a Spanish family of Af-
rican ancestry suffering LQTS, we identified a frameshift and a
missense mutation in KCNH2 that were assumed to be the disease-
causing mutations. However, in some family members, we also
identified a missense mutation in TBX20 coding for the transcription
factor Tbx20, which is necessary in early stages of heart development
(4). Importantly, results in flies and mice demonstrated that Tbx20 is
also required for maintaining adult heart function (5, 6).
Here we have tested the KCNH2 and TBX20 mutations to
establish whether they can account for prolongation of re-
polarization. Our results demonstrated that more than “one hit” is
necessary to give rise to LQTS in the affected relatives. Moreover,
data reveal that the peptide resulting from the KCNH2 frameshift
mutation exerts chaperone-like effects by increasing the membrane
expression of WT hERG channels. Conversely, the p.R311C Tbx20
mutation specifically and markedly decreases KCNH2 expression.
Therefore, our genetic and functional studies suggest that Tbx20
controls the expression of hERG channels in human myocytes and,
thus, TBX20 may be considered a KCNH2-modifying gene.
Results
The proband (II:4; Fig. 1A) was a 41-y-old male who experienced
syncope when he got out of bed. The ECG showed sinus rhythm at
68 beats per min (bpm) with normal PR (168 ms) and QRS (88 ms)
but with a low-amplitude and wide T wave (Fig. 1B). Bazzett-cor-
rected QT value (QTc) was 480 ms. Echocardiography, exercise
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test, and Holter were completely normal. Thereafter, bisoprolol
treatment was started. No new episodes have been documented to
date. Evaluation of the family identified two sisters who died sud-
denly: one at age 19, in the postpartum period (II:2), and another at
age 17 (II:5). Both had been diagnosed with epilepsy and treated
with phenobarbital until death. Interestingly, II:2, who exhibited a
QTc of 440 ms, underwent an adrenaline test that was negative.
Sister II:1 also presented syncopal episodes since she was 13,
when she was diagnosed with epilepsy and treated with phenobar-
bital. After a syncopal episode at rest, the ECG showed a QTc of
560 ms, and ECG monitoring documented a polymorphic ventric-
ular tachycardia. At age 43, she experienced an aborted SCD de-
spite atenolol treatment (50 mg twice daily) and pacemaking at
75 bpm with a dual chamber pacemaker (DDD). Thereafter, a
dual-chamber cardioverter defibrillator (ICD) was implanted. She
has been asymptomatic since then.
Sister II:3 has no cardiac symptoms. Her ECG showed sinus
rhythm at 68 bpm with normal PR, QRS, and QTc values.
Echocardiography, ergometry, Holter, and adrenaline test did
not reveal any structural disease or arrhythmias. However, she
suffers from lupus with a mild decrease of kidney function and is
under treatment with prednisone, hydroxychloroquine, myco-
phenolate, and spironolactone (25 mg daily). Her most recent
serum K+ concentration was 5.2 mEq per L. Sister II:6 is also
asymptomatic; her ECG showed normal PR (140 ms) and QRS
(90 ms) intervals but sinus bradycardia (48 bpm) and low-voltage
wide QT waves (QTc 460 ms) (Fig. S1). An adrenaline test was
positive: on ECG the QTc was prolonged to 618 ms, and there
were T-wave amplitude alternans (Fig. S1) and polymorphic
ventricular extrasystoles. Therefore, an ICD was implanted and
bisoprolol treatment was started. The proband’s mother (66 y old),
who had previously been asymptomatic with a normal ECG, was
also diagnosed with LQTS after an aborted SCD episode during
antibiotic therapy (piperacillin/tazobactam, ciprofloxacin, and
tobramycin) in the context of chemotherapy (idarubicin and
cytarabine) for the treatment of acute leukemia. An ICD was
implanted but she died shortly thereafter from the leukemia. The
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Fig. 1. (A) Pedigree of the studied family. The arrow indicates the proband. Circles and squares represent females and males, respectively. + and – represent
subjects with and without the p.T152HfsX180 and p.Q1068R hERG variants, respectively. (B) Twelve-lead electrocardiogram of the proband (paper speed 25mm/s).
(C) DNA sequence chromatograms depicting the heterozygous c.453dupC and the c.3203A>G changes of the KCNH2 gene in different family members.
(D) Traces were obtained by applying the protocol (Top) for currents recorded in CHO cells transfected with WT, p.T152HfsX180, and WT/p.T152HfsX180 hERG
channels. (E) Schematic representation of the WT and p.T152HfsX180 hERG protein domains. (F) hERG tail current density recorded in CHO cells transfected with
WT, p.T152HfsX180, and WT/p.T152HfsX180 hERG channels after pulses to +60 mV (n ≥ 6). Each bar represents mean ± SEM of the data (n ≥ 8 cells).
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ECG. The proband has two nephews (Fig. 1A). III:1 was studied
(ECG, echocardiography, ergometry, and Holter) when he was a
child; the results revealed an electrically and structurally normal
heart. Afterward, an adrenaline test was conducted that was
negative when he was 23 y old. Conversely, III:2 has experienced
epileptic crises since he was 2 yo. He has been treated with
oxcarbazepine since he was 6 y old, and no new episodes have
been documented (he is 14 now). His ECG, Holter, echocardio-
gram, and stress test are normal.
KCNH2 Variants and Functional Analysis. Next-generation sequenc-
ing of 82 genes (Table S1) demonstrated that the proband and
sister II:1 carried a heterozygous frameshift mutation in the
KCNH2 gene (NM_000238.3:c.453dupC) (Fig. 1C) encoding for
p.T152HfsX180 hERG. This variant is also present in sister II:6.
Sisters II:1 and II:3 and both nephews carry another variant in the
KCNH2 gene (NM_000238.3:c.3203A>G) encoding for p.Q1068R
hERG (Fig. 1C). Because recombination is a very rare event after
fertilization, expression of the p.T152HfsX180 mutation in one
allele and p.Q1068R in the other allele is more likely to represent
the condition of sister II:1 (compound heterozygosity).
p.Q1068R is considered a “rare control” variant (7) that appears
with a 0.03% frequency in the African population (Table S2).
Functional analysis has demonstrated that the p.Q1068R mutation
accelerates both inactivation and recovery from inactivation, whose
time constants suffer ∼10- to 20-mV shifts in their voltage de-
pendence (8). However, the p.Q1068R variant has not been con-
sidered pathogenic by itself (7). In contrast, p.T152HfsX180 hERG
is a 332-aa peptide (Fig. 1E) that we considered to be highly
pathogenic and responsible for the LQTS in this family. Thus, we
conducted a functional analysis by transfecting CHO cells with
cDNA encoding either WT (n = 7) or p.T152HfsX180 hERG (n =
6) channels (1 μg). hERG channels generated a slowly activating
current whose amplitude progressively increased with pulses up to
0 mV and then progressively decreased at potentials >0 mV owing
to the fast C-type inactivation (9), resulting in the bell-shaped cur-
rent density–voltage curve typical of hERG channels (Fig. 2A). Fig.
1D shows that, as expected, p.T152HfsX180 hERG channels did
not generate any current. To simulate the heterozygous condition of
all of the mutation carriers, cells (n = 17) were transfected with WT
plus p.T152HfsX180 hERG channels (0.5 + 0.5 μg). Surprisingly,
maximum current amplitudes generated by depolarizing pulses (Fig.
2A) and tail currents recorded upon repolarization to −60 mV
(Figs. 1F and 2B) were not statistically different from those gen-
erated by WT hERG channels (1 μg) (P > 0.05). We surmised that
the p.T152HfsX180 hERG peptide could exert a “chaperone-like”
effect by increasing membrane expression of WT hERG channels.
In fact, Fig. 1F demonstrates that addition of the peptide (0.5 μg) to
hERG WT (0.5 μg) generated significantly greater currents than
those generated by hERG channels alone (P < 0.05). Furthermore,
p.T152HfsX180 hERG did not modify the voltage dependence of
hERG activation (Fig. 2B) but slowed deactivation (Table S3). To
confirm this chaperone-like effect, we transfected mouse atrial-
derived HL-1 cells with the p.T152HfsX180 hERG. Some HL-1
cells (36%) exhibited IKr as the main repolarizing current (IKr-pre-
dominant cells), whereas in other cells (36%) IKr overlapped with
the slow component of the delayed rectifier current (IKs) (in-
termediate cells). Thus, IKr was measured in IKr-predominant and
-intermediate cells as the dofetilide-sensitive current, because it was
completely inhibited by this selective Kr blocker (1 μmol/L) (10).
Fig. 2C demonstrates that p.T152HfsX180 hERG significantly in-
creases both the maximum and tail amplitudes of IKr (P < 0.05).
Furthermore, the tail current increase and the slowing of tail cur-
rent deactivation depended on the amount of cDNA transfected
(Fig. 2 D and F and Table S3).
We used a previously validated in silico model of the human
ventricular action potential (AP) (11) to test for the effects of the
heterozygous p.T152HfsX180 hERG mutation. The model was run
for endocardial and epicardial cells at different frequencies ranging
between 0.1 and 3 Hz. The voltage- and time-dependent character-
istics of currents generated by WT+p.T152HfsX180 hERG channels
were incorporated into the model to simulate mutation effects. Fig.
2E shows superimposed human endocardial APs driven at 0.1 Hz
generated byWT andWT+p.T152HfsX180 hERG channels. As can
be observed, the duration of the heterologous mutant case AP
(APD; action-potential duration) was slightly briefer. Further-
more, APD measured at 90% of repolarization (APD90) of sim-
ulated WT+p.T152HfsX180 endocardial and epicardial cells was
only slightly abbreviated (∼3%) at either driving frequency (Fig. 2G).
Overall, these results suggested that the heterozygous
p.T152HfsX180 hERGmutation produced subtle effects over the IKr,
even when confirmation on a more physiological setting is needed.
TBX20Mutation and Functional Analysis.Next-generation sequencing
of the proband also identified the heterozygous mutation
NM_001077653.2:c.931C>T at the TBX20 gene (Table S2), which
was confirmed by Sanger analysis (Fig. 3B). The mutation leads to
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Fig. 2. (A and B) Maximum current density (current density–voltage rela-
tionships) (A) and tail currents (activation curves) (B) generated by WT and
p.T152HfsX180 hERG channels alone or when they are cotransfected in CHO
cells, as a function of the membrane potential. In B, solid lines represent the fit
of a Boltzmann equation. *P < 0.05 vs. hERG WT (1 μg) (n ≥ 6). (C) IKr traces
recorded in IKr-predominant HL-1 cells transfected or not with p.T152HfsX180
hERG. (D) IKr tail current densities recorded in HL-1 cells transfected or not with
p.T152HfsX180 hERG. (E) Simulated IKr traces (Top) and APs (Bottom) obtained at
0.1 Hz by using the Grandi–Bers mathematical model of human ventricular en-
docardial cells by introducing the modifications produced by p.T152HfsX180 hERG
on the IKr. (F) IKr tail current densities recorded in HL-1 cells transfected or not with
p.T152HfsX180 hERG after pulses to +60 mV. (G) Percentage of APD90 shortening
in APs simulated at different frequencies in epicardial and endocardial cells. Points/
bars representmean± SEMof the data. InD and F, n, number of cells; *P< 0.05 vs.
nontransfected cells; #P < 0.05 vs. p.T152HfsX180 0.5 μg transfected cells.













the substitution of Arg311 by Cys (p.R311C Tbx20). Arg311,
which is highly conserved among different species (Fig. 3C), is
located in the transactivation region of Tbx20 (Fig. 3D). Two af-
fected (II:6 and III:2) and another unaffected (II:3) of the pro-
band’s relatives also carry the p.R311C Tbx20 mutation (Fig. 3A).
The p.R311C Tbx20 variation was annotated with a 0.01% fre-
quency in Africans. Other nonsynonymous variants identified in
the proband are listed in Table S2.
Tbx20 binds to the consensus sequence “AGGTGTG” within the
DNA of target genes (6). We hypothesized that Tbx20 might reg-
ulate the expression of cardiac ion channels involved in the control
of human cardiac repolarization as it does in fly and mouse adult
hearts (5, 6). Sequence analysis of mouse and human promoters of
genes encoding ion-channel subunits revealed that a Tbx20 binding
site appears in both KCNH2 genes (Table S4). Thus, we aimed at
identifying the effects of WT and p.R311C Tbx20 on the expression
of hERG in HL-1 cells by recording IKr. Transfection with WT
(60.8 ± 7.2 pF, n = 72) or p.R311C Tbx20 (65.6 ± 9.4 pF, n = 65)
plasmids did not modify HL-1 cell capacitance (55.2 ± 9.0 pF,
n = 68) (P > 0.05).
Fig. 3E shows dofetilide-sensitive currents recorded in IKr-pre-
dominant HL-1 cells. IKr was recorded again in IKr-predominant
and -intermediate HL-1 cells whose distribution percentages
(39% and 33%, respectively) were not modified by Tbx20.
Tbx20 WT significantly increased (P < 0.05) the maximum
outward current recorded upon depolarization (Figs. 3E and
4A) without modifying the activation kinetics (Table S3). Tbx20
also significantly increased the IKr tail density (Figs. 3E and 4B)
(P < 0.05), whereas it did not modify tail current deactivation
(Table S3). Surprisingly, p.R311C Tbx20 was unable to increase
maximum outward IKr (Figs. 3E and 4A) and the tail current
density elicited upon repolarization (Figs. 3E and 4B). Consis-
tently, the mutated transcription factor did not modify either the
activation or the deactivation kinetics of the current (Table S3)
(P > 0.05). Importantly, p.R311C Tbx20 did not change the per-
centage of IKr-predominant and -intermediate HL-1 cells (39%
and 28%, respectively). Fig. 4 B and C demonstrate that trans-
fection with Tbx20, either WT or mutated, did not significantly
modify the voltage dependence of Kr channel activation (Table
S3). Western blot analysis in HL-1 cells showed that WT Tbx20
significantly increased (n = 5, P < 0.05), whereas p.R311C Tbx20
significantly decreased, the expression of hERG channels (Fig. 4D
and F) (n = 5, P < 0.05). It has been proposed that MiRP1
encoded by KCNE2 is also present in the channels generating the
IKr in the human heart (12). Fig. 4 E and G demonstrate that
Tbx20, either WT or mutated, did not modify MiRP1 expression
in HL-1 cells.
To further demonstrate the transcriptional effect of Tbx20 over
the mouse KCNH2 gene, the IKr density was also assessed in HL-1
cells, in which endogenous Tbx20 was silenced using lentiviral
constructs containing short hairpin RNA (shRNA) for Tbx20 to-
gether with GFP. Control cells were infected with a lentivirus
containing a scrambled shRNA and GFP. At 48 h postinfection,
Tbx20 expression decreased by 58% (Fig. S2). The results demon-
strated that the IKr density significantly decreased in Tbx20-silenced
cells (Fig. S2) (n ≥ 5, P < 0.05).
To test whether Tbx20 regulates the expression of human
KCNH2, we measured the luciferase activity in HL-1 cells
expressing the minimum human KCNH2 promoter. The luciferase
assay demonstrated that Tbx20 WT, but not p.R311C, significantly
increased (P < 0.05) the transcription of the human KCNH2 gene
(Fig. 4H) (n = 8 dishes per group). Similarly, SP1, a transcription
factor whose binding site is also present in the minimal promoter
of the human KCNH2 gene, significantly increased the transcrip-
tion of this gene (Fig. 4H) (n = 8, P < 0.05). We also tested the
effects of the combined action of both forms of Tbx20 (WT and
mutated). Fig. 4H shows that in the joint presence of WT and
p.R311C Tbx20 the protranscriptional effect was reduced (n = 3,
P < 0.05 vs. Tbx20 alone), probably because of a competition
between the WT and mutated forms for the Tbx20 consensus
binding site in the KCNH2 minimal promoter. Interestingly,
p.R311C Tbx20 alone did not decrease basal luciferase activity,
probably because the sensitivity of our system is limited. The
mouse KCNE2 gene promoter does not exhibit the Tbx20 binding
site, whereas the human gene does (Table S3). Unfortunately, it
was not possible to construct the minimal human promoter of the
KCNE2 gene for a luciferase assay.
To test for the effects of the Tbx20 mutation on human ven-
tricular AP characteristics, again the mathematical model was
used. Fig. 4I shows superimposed human endocardial APs driven
at 0.1 Hz in control conditions and when cells were transfected
with TBX20 either WT or mutated. Tbx20 WT shortened the
APD measured at 50% of repolarization (APD50) and the
APD90 as a consequence of an IKr increase (Fig. 4I, Top).
Conversely, p.R311C Tbx20 prolonged the APD50 (by 25%
compared with Tbx20 WT) and APD90 (by 23%), due to the
decrease of the IKr conductance (Fig. 4I, Top).
Effects of Tbx20 in Human Induced Pluripotent Stem Cell-Derived
Cardiomyocytes. Next, we determined the effects of the Tbx20



















Fig. 3. (A) Pedigree of the studied family. The arrow indicates the proband.
Circles and squares represent females and males, respectively. + and – rep-
resent subjects with and without the p.R311C Tbx20 mutation, respectively.
(B) DNA sequence chromatograms of the proband depicting the heterozy-
gous change (c.931C>T) of the TBX20 gene. (C) Sequence alignment of the
region surrounding R311 in Tbx20 in several species. The box highlights the
conservation of this residue. (D) Schematic representation of the Tbx20 se-
quence, indicating the T box, and the transactivation and transrepressor
regions. (E) IKr traces recorded in IKr-predominant HL-1 cells transfected or
not with either WT or p.R311C Tbx20 by applying the pulse protocol (Top).
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physiologically relevant setting. Unfortunately, genetically mod-
ified mice were not an option, because adult mouse heart does
not generate IKr (12). Therefore, we drew upon human induced
pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes (hiPSC-CMs) in-
fected or not with lentiviral constructs encoding Tbx20 WT or
mutated. IKr was measured as the dofetilide-sensitive current
(1 μmol/L). Fig. 5A shows IKr tail currents recorded at −60 mV
after depolarizing pulses from −60 mV to −40 and +60 mV in a
noninfected hiPSC-CM. Tbx20 WT produced a 1.6-fold increase
in IKr tail current density (P < 0.05), whereas Tbx20 p.R311C
reduced the tail current density by ∼60% (P < 0.05 vs. Tbx20 WT
and noninfected cells; n ≥ 7) (Fig. 5B). Tbx20, either WT or
p.R311C, did not modify the voltage dependence of Kr channel
activation (Table S3). APs were recorded in hiPSC-CMs that
exhibited automatic activity (13). In cells infected with Tbx20
WT (n = 10), maximum diastolic potential and AP amplitude
averaged −68.4 ± 1.9 and 98.7 ± 14.2 mV, respectively. At 1 Hz,
APD50 and APD90 were 108.1 ± 17.4 and 163.2 ± 23.2 ms, re-
spectively, and Tbx20 WT shortened whereas Tbx20 p.R311C
significantly prolonged the APD90 (Fig. 5C) (n = 10, P < 0.01).


























































































































































































































Fig. 4. (A and B) Maximum IKr density–voltage relationships (A) and activation curves (B) for currents recorded in IKr-predominant and -intermediate HL-1 cells
transfected or not with either WT or p.R311C Tbx20. (C) Normalized activation curves for currents recorded in the three experimental groups. In B and C, solid
lines represent the fit of a Boltzmann equation. (D and E) Western blot (WB) images and their corresponding stain-free gels showing hERG (arrows in D) and
miRP1 (E) expression in HL-1 cells transfected or not with either WT or p.R311C Tbx20. In D, the sample of the last right lane was run in the same gel but was
separated (continuous line) when incubating with the primary antibody together with the antigenic peptide. (F and G) Mean densitometric analysis of hERG (F)
and MiRP1 (G) levels normalized to total protein. (H) Normalized luciferase activity in HL-1 cells expressing the pLightSwitch_Prom vector carrying the human
KCNH2 promoter cotransfected or not with SP1 and either WT or p.R311C Tbx20. (I) Simulated IKr traces (Top) and APs (Bottom) obtained at 0.1 Hz by using the
Grandi–Bers mathematical model of human ventricular endocardial cells by introducing the modifications produced by Tbx20 WT and p.R311C on the IKr. Points/
bars represent mean ± SEM of the data. n, number of cells; N, number of dishes. *P < 0.05 vs. Tbx20 (-); #P < 0.05 vs. Tbx20 WT; **P < 0.01 vs. Tbx20 (-).













Furthermore, as shown in Fig. 5D, the prolongation of the
APD90 was greater at slow- (158% at 0.1 Hz) than at fast-driving
frequencies (102% at 2 Hz).
To reproduce the genetic condition of the proband, the math-
ematical model was run considering both the heterozygous
p.T152HfsX180 hERG mutation together with the p.R311C
Tbx20 mutation. Fig. 5E demonstrated that p.R311C Tbx20 would
lengthen the APD in the presence of the p.T152HfsX180 hERG
mutation. Furthermore, the prolongation was greater in endo-
cardial than in epicardial cells and also at slow- than at fast-driving
frequencies (Fig. 5F).
Effects of p.R311C on the Expression of Other Cardiac K Channels. In the
human ventricular myocardium Kv7.1 (encoded by KCNQ1)
homotetramers associate with minK proteins (encoded by KCNE1)
to form the channels that generate IKs (14). Some HL-1 cells (27%)
exhibit IKs as the main repolarizing current (IKs-predominant cells).
Thus, IKs was measured in IKs-predominant and -intermediate cells
as dofetilide-resistant current, which was completely inhibited by a
selective Ks channel blocker (HMR-1556; 1 μmol/L) (10). Fig. 6A
shows IKs traces recorded in IKs-predominant cells transfected with
WT or mutated Tbx20. Neither WT nor mutant Tbx20 modified the
IKs density (n ≥ 6, P > 0.05) (Fig. 6B). Moreover, neither modified
the percentage of IKs-predominant or -intermediate cells (28% and
33% in the presence of WT and p.R311C Tbx20, respectively).
Consistently, Tbx20 did not modify either the voltage dependence
of Ks channel activation or the activation and deactivation kinetics
(Table S3). Western blot analysis (Fig. S3) confirmed that WT and
p.R311C Tbx20 were not able to modify the expression of Kv7.1
channels (Fig. 6C) (n ≥ 3, P > 0.05). Sequence analysis of the mouse
KCNQ1 gene promoter demonstrated that there are two Tbx20
consensus binding sites far away from the transcription start site
(−2474 and −1992) (Table S4). Importantly, human KCNQ1 lacks
the Tbx20 binding site (Table S4). Consistently, neither WT nor
p.R311C Tbx20 modified the expression of human KCNQ1 mea-
sured with a luciferase assay (Fig. 6E). Conversely, SP1, whose con-
sensus binding site is present in the minimal promoter of the human
gene (16), actually increased KCNQ1 transcription significantly (Fig.
6E). Human and mouse KCNE1 gene promoters exhibit consensus
Tbx20 binding sites (Table S4) and, indeed, both WT and p.R311C
Tbx20 significantly increased minK expression (Fig. 6D) in HL-1
cells and transcription as measured by luciferase assay (Fig. 6F).
Neither human, rat, nor mouse KCNJ2 gene promoters (which
encode for the inward rectifier K+ channel Kir2.1) exhibit the
Tbx20 consensus binding site (Table S4). Fig. 6G and Fig. S3
demonstrate that Kir2.1 protein expression was not modified by
the presence of any of the forms of Tbx20 (n = 3 dishes per group,













































































































































Fig. 5. (A) Dofetilide (1 μmol/L)-sensitive (IKr) tail currents obtained by digital subtraction in a noninfected hiPSC-derived cardiomyocytes. (B) IKr density in a
hiPSC-derived cardiomyocyte infected or not with either WT or p.R311C Tbx20. Solid lines represent the fit of a Boltzmann equation. (C) Superimposed APs
recorded at 1 Hz in three hiPSC-derived cardiomyocytes infected or not with either WT or p.R311C Tbx20. (Top) The APD90 of each experimental group. (D)
APD90 at different stimulation frequencies in cells infected with Tbx20 WT or p.R311C. (E) Simulated IKr traces (Top) and APs (Bottom) obtained at 0.1 Hz by
using the Grandi–Bers mathematical model of human ventricular endocardial cells by introducing the modifications produced by heterozygous p.T152HfsX180
hERG alone or in combination with p.R311C Tbx20 on the IKr. (F) Percentage of APD90 prolongation in APs simulated at different frequencies in epicardial and
endocardial cells. In B–D, points/bars represent mean ± SEM of ≥7 experiments in each group. *P < 0.05 vs. Tbx20(-); #P < 0.05 vs. Tbx20 WT.
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the inward rectifier K current (IK1) could not be recorded in
HL-1 cells. Instead, the pacemaker current (If) predominated
at potentials between −150 and 0 mV but its current density–
voltage relation was unaltered by either WT or p.R311C Tbx20
(Fig. 6H) (n ≥ 6, P > 0.05). This result agrees with the absence
of a Tbx20 consensus binding site in the promoters of the
genes (HCN1, HCN3, and HCN4) encoding the channels un-
derlying If in mice and humans (Table S4). Therefore, to assess
the role of Tbx20 in Kir2.1 functional regulation, the IK1 was
recorded in enzymatically dissociated rat ventricular myocytes
that were transfected using a lentiviral construct (17). Fig. 6 I
and J show that the IK1 density was not modified at any of the
voltages tested in the presence of either WT or p.R311C Tbx20
(n ≥ 7, P > 0.05).
Effects of p.R311C on the Expression of Cardiac Na and Ca Channels.
SCN5A and CACNA1C genes codify for the α-subunit of the Na+
(Nav1.5) and L-type Ca2+ (Cav1.2) channels, respectively. Mouse
and human SCN5A gene promoters lack a Tbx20 binding site (Table
S4). Fig. 7 A and B confirm that the Na+ current (INa) density was
also not modified by WT or p.R311C Tbx20 (n ≥ 8, P > 0.05).
Furthermore, transfection of WT or p.R311C Tbx20 did not modify
the voltage dependence of the INa activation or inactivation or the
current kinetics (Fig. 7C and Table S3). Fig. 7 D and E show that
Tbx20 WT or p.R311C did not modify the amplitude of the sus-
tained influx of Na+ measured at the end of 500-ms depolarizations
to −20 mV (INaL) (n ≥ 6, P > 0.05). The human SCN2B pro-
moter, which codifies for an Nav1.5 ancillary subunit, exhibits
the Tbx20 binding site (Table S4). Luciferase assays demon-
strated that Tbx20 WT and p.R311C were unable to modify
human SCN5A gene expression, whereas Tbx20 WT, but not
Tbx20 p.R311C, significantly increased the expression of hu-
man SCN2B (Fig. 7 F and G).
The mouse, but not the human, CACNA1C gene promoter
exhibits the Tbx20 binding site (Table S4). Therefore, Tbx20
effects on the L-type Ca2+ current (ICaL) were tested in both
HL-1 cells and hiPSC-CMs. In HL-1 cells, ICaL was measured using
Ba2+ as a charge carrier (IBa) (15, 18). Fig. S4 shows that Tbx20,
both WT and mutated, significantly increased the IBa (n ≥ 9, P <
0.05). Furthermore, p.R311C Tbx20 increased the IBa density
similar to Tbx20 WT (P > 0.05 vs. Tbx20 WT). However, neither
WT nor mutated Tbx20 affected the voltage dependence of acti-
vation or inactivation of the channel (Fig. S4 and Table S3).
Western blot analysis in HL-1 cells (Fig. S3) demonstrated that
both WT and p.R311C Tbx20 significantly and similarly increase
Cav1.2 expression (Fig. S4).
Fig. 8A shows ICaL traces recorded in hiPSC-CMs infected or not
with the lentiviral constructs encoding for Tbx20, either WT or mu-
tated. Neither WT nor p.R311C Tbx20 modified the ICaL density
(Fig. 8A) at any of the voltages tested (Fig. 8B) (n ≥ 6, P > 0.05). The

































































































































































































































Fig. 6. (A) Traces of dofetilide-resistant current (IKs) recorded in IKs-predominant HL-1 cells transfected with WT or p.R311C Tbx20 by applying the pulse
protocol (Top). (B) Current density–voltage relationships for IKs recorded in HL-1 cells transfected or not with WT or p.R311C Tbx20. (C and D) Mean den-
sitometric analysis of Kv7.1 (C) and minK (D) levels normalized to total protein. (E and F) Normalized luciferase activity in HL-1 cells expressing the
pLightSwitch_Prom vector carrying the human KCNQ1 (E) or KCNE1 (F) promoters cotransfected or not with WT or p.R311C Tbx20. (G) Mean densitometric
analysis of Kir2.1 levels normalized to total protein. (H) Current density–voltage relationships for If recorded in HL-1 cells transfected or not with WT or
p.R311C Tbx20. (I) IK1 traces recorded in two rat myocytes infected with WT and p.R311C Tbx20. (J) Mean current density–voltage curves for IK1 recorded in rat
ventricular myocytes infected or not with lentiviral constructs encoding WT and p.R311C Tbx20. Each point/bar represents mean ± SEM of n cells or N dishes of
cells in each group. *P < 0.05 vs. Tbx20 (-); **P < 0.01 vs. Tbx20 (-).













confirmed that Tbx20 WT and p.R311C were unable to modify the
expression of the human CACNA1C gene (Fig. 8C), a result that
explains the lack of Tbx20 effects over the human ICaL density.
Functional Analysis of the c.-66A>G Variation of KCNN3. The pro-
band, sister II:6, and nephew III:1 also present a variation at the
5′ UTR of the KCNN3 gene (NM_001204087.1:c.-66A>G) that
encodes the α-subunit of the small-conductance Ca2+-activated
K+ channel type 3 (SK3) (19). Luciferase experiments demon-
strated that expression of mutated KCNN3 cannot be activated
by SP1 or Tbx20 (Fig. S5), whose binding sites are present in the
human gene promoter (Table S4). Therefore, the variation
completely abolished its transcription, thus leading to a KCNN3
haploinsufficiency. However, because treatment of human mul-
ticellular ventricular preparations with apamin (a selective SK
blocker) does not modify the APD (20), the importance of these
channels in repolarization seems to be negligible.
Discussion
Here we functionally describe the consequences of three variants
identified in a Spanish family of African ancestry with LQTS.
The TBX20 mutation selectively decreased the expression of
hERG channels, prolonging the AP in hiPSC-CMs. Conversely,
the KCNH2 frameshift mutation did not modify IKr density. Our
results strongly suggest that, in the adult heart, Tbx20 controls
the expression of hERG channels, and thus TBX20 may be
considered an LQTS-modifying gene.
The p.T152HfsX180 hERG mutation was found in the proband
and in all of the affected relatives that were genotyped but in none
of the nonaffected family members. Therefore, the mutation was
considered pathogenic. Phenotypic manifestations in the family
match most of the features of LQT2, and three of the proband’s
sisters experienced seizures since they were children. Epilepsy has
been reported to be more common with LQT2 (39%) than with
other subtypes (10%), possibly because KCNH2 is also expressed in
the brain (21). Interestingly, nephew III:2, who carries the TBX20
but not the KCNH2 frameshift mutation, has also experienced
seizures. Additionally, one of the sisters died postpartum, which is a
specific trigger of symptoms in LQT2 (22). Functional analysis of
the p.T152HfsX180 mutation demonstrated that this peptide of 332
aa, of which only 152 correspond to the hERG sequence, exerts
chaperone-like effects on WT hERG channels in CHO cells and on
IKr recorded in HL-1 cells. Indeed, transfection of p.T152HfsX180
in HL-1 cells produces a “concentration-dependent” increase in IKr.
As a consequence, current density generated by “heterozygous”
transfection of WT and p.T152HfsX180 hERG channels was not
different from that generated by “homozygous” transfection of WT
hERG channels. This is a somewhat surprising result considering
that, as expected, homozygous transfection of p.T152HfsX180 did
not generate current at all. We recently demonstrated that the
Nav1.5 N-terminal domain, by itself (the 132-aa peptide) (Nter),
exerts a chaperone-like effect that increases INa and IK1 by en-
hancing the expression of Nav1.5 and Kir2.1-Kir2.2 channels in
CHO cells and in rat cardiomyocytes (17). We hypothesize that the
p.T152HfsX180 peptide is able to increase membrane expression of
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Fig. 7. (A) INa traces recorded in HL-1 cells transfected or not with WT or
p.R311C Tbx20 by applying the pulse protocol (Top). (B and C) Current
density–voltage relationships (B) and steady-state inactivation (C) for INa
recorded in the three experimental groups. (D and E) Superimposed INa
traces (D) recorded in HL-1 cells transfected or not with WT or p.R311C Tbx20
by applying 500-ms pulses from −120 to −20 mV and bar graph (E) showing
the mean INaL recorded at 500 ms. (F and G) Normalized luciferase activity in
HL-1 cells expressing the pLightSwitch_Prom vector carrying the human
SCN5A (F) or SCN2B (G) promoters cotransfected or not with WT or p.R311C
Tbx20. Each point/bar represents the mean ± SEM of n cells or N dishes of
cells in each group. **P < 0.01 vs. Tbx20 (-).















































Fig. 8. (A) ICaL traces recorded in hiPSC-CMs infected or not with WT or
p.R311C Tbx20 by applying the pulse protocol (Top). (B) Current density-
voltage relationships for ICaL recorded in the three experimental groups.
(C) Normalized luciferase activity in HL-1 cells expressing the pLightSwitch_Prom
vector carrying the human CACNA1C promoter cotransfected or not with
WT or p.R311C Tbx20. Each point/bar represents the mean ± SEM of n cells or
N dishes of cells in each group.
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hERG channels. The molecular determinants, and the proteins
involved in this effect, merit further analysis. The question now is
whether this KCNH2 frameshift mutation is, by itself, responsible
for the LQT phenotype of the family.
The proband and relatives II:3, II:6, and III:2 harbor a mu-
tation in the TBX20 gene. Mutations in Tbx20 have been pre-
viously described and lead to defects in cardiac septation,
valvulogenesis, and chamber growth (23). Indeed, Tbx20 is nec-
essary for proper organogenesis, because it carries strong tran-
scriptional activation and repression domains and physically
interacts with other transcription factors involved in cardiac
development (4). It is noteworthy that the R311 residue lies in
the transcriptional activator domain but none of the mutation
carriers presented any structural cardiac defect.
Functional analysis demonstrated that Tbx20 does not directly
control the expression of the channels that underlie INa, If, IK1,
and IKs. Regarding the IKs, the results demonstrated that both
WT and mutated Tbx20 increased minK expression. Therefore,
in HL-1 cells, an IKs augmentation would have been expected,
because minK increases Kv7.1 conductance (24, 25). However,
simultaneously, minK acts as an endocytic chaperone favoring
the internalization of the Kv7.1–minK complexes expressed in
the membrane (26), an effect that would decrease IKs density.
Therefore, the balance between these two opposite actions could
explain why the minK augmentation was not accompanied by a
change in IKs density. Our results confirm previous data dem-
onstrating that, in mice, Tbx20 increases ICaL (6). However,
Tbx20 did not increase the expression of human CACNA1C,
because the canonical Tbx20 binding site is not present in the
gene promoter. Accordingly, Tbx20, either WT or mutated, did
not modify the ICaL in hiPSC-CMs. Our results demonstrated
that Tbx20 significantly increases the expression of hERG and
thus IKr in HL-1 cells and hiPSC-CMs. Conversely, in adult flies,
neuromancer (the invertebrate ortholog of Tbx20) negatively
regulates the expression of the invertebrate homolog of the ERG
channel (eag-like K+ channel) (5). Moreover, functional analysis
developed in HL-1 cells and hiPSC-CMs strongly suggested that
the p.R311C mutation specifically disables the protranscriptional
activity of Tbx20 on the KCNH2 gene. Therefore, we propose
that in the human adult myocardium, this Tbx20 mutation leads
to a prolongation of ventricular repolarization.
Results in flies and mice demonstrated that Tbx20 is a key
determinant of adult cardiac function (5, 6). Indeed, heart-spe-
cific knockdown of the gene that encodes neuromancer in flies
(nmr-2) interferes with cardiac performance and disrupts con-
tractile myofibrillar patterning (5). In adult mice, heterozygous
loss of TBX20 leads to dilated cardiomyopathy (27), and the
conditional homozygous loss of Tbx20 results in severe cardio-
myopathy with associated arrhythmias and death (6). It has been
proposed that, in the adult heart, Tbx20 is the pivotal element of
a transcriptional cohort (also constituted by Mef2A, Tead1, Esrr,
and Creb1) that fine-tunes expression of continuously required
proteins in response to the current myocyte state, availability of
resources, and contractile requirements (6). Therefore, even
when Tbx20 mutant carriers apparently exhibit a mild phenotype
under basal conditions, we cannot rule out that their myocar-
dium adapts poorly to more demanding situations (e.g., sympa-
thetic tone increase or even hormone- or drug-induced decrease
of the repolarization reserve), because probably the p.R311C
mutation affects Tbx20 ability to coordinate adaptive responses
of the transcriptional cohort. Therefore, the simultaneous pres-
ence of KCNH2 and TBX20 mutations probably contributes to
the LQTS phenotype in this family.
As in other families (28), expressivity of the LQTS phenotype
in this family ranged from the mild phenotype of the proband to
the high symptomatic phenotype of sister II:1. Besides de-
mographic variables such as gender and age, variable expressivity
may be attributed to the concurrence of additional genetic
modifiers (29), including the presence of two or more variants,
either in the same gene (compound heterozygosity) or in dif-
ferent genes (digenic heterozygosity), and the presence of non-
synonymous single-nucleotide polymorphism (28, 29). All such
conditions converge in this Spanish family. The proband and
sister II:6 present digenic heterozygosity (the KCNH2 frameshift
and the TBX20 mutations), whereas sister II:1 presents a com-
pound heterozygosity (the frameshift and the variant in KCNH2).
Interestingly, nephew III:2, who has seizures, carries the benign
p.Q1068R hERG variant and the TBX20 mutation.
We are aware of the potential limitations of this study, in-
cluding that a better experimental approach would have been to
analyze in hiPSC-CMs the effects produced by WT and mutated
Tbx20 over all of the cardiac currents responsible for the AP
morphology. It would have been even better to analyze the ef-
fects produced by Tbx20 over cardiomyocytes differentiated
from hiPSCs derived from each family member. The latter would
have allowed directly testing the impact of the variants (and their
connection) in a constant genetic background, weighting their
respective involvement in the phenotypic expression of the
LQTS. Despite such a limitation, the results strongly suggest that
TBX20 is a potential LQTS modifier gene because WT Tbx20
increases hERG channel expression. The data show also that
some mutations, such as p.R311C, can disable Tbx20 protran-
scriptional activity over the KCNH2 gene. Therefore, the puta-
tive effects of Tbx20 variants on penetrance, expressivity, and
outcome among LQTS patients merit further analysis.
Methods
Clinical Evaluation. Patients were evaluated by the Arrhythmia Unit of the
Hospital Universitario La Paz. The study was approved by the Investigation
Committee of the hospital and conforms to the principles outlined in the
Declaration of Helsinki. Each participant gave written informed consent.
DNA Sequencing. Genomic DNA was sequenced by means of a HaloPlex
custom panel including coding regions and untranslated boundaries of the 82
genes listed in Table S1. Sequencing using the Ion Torrent Personal Genome
Machine was carried out at NIMGenetics. Variants identified in KCNH2,
TBX20, and KCNN3 were confirmed by the Sanger method.
Cell Culture and Transfection. HL-1 and Chinese hamster ovary cells were
transiently transfected by using Lipofectamine 2000 and FuGENE X-tremeGENE,
respectively, and cultured as described (15, 17, 18, 30).
Rat Ventricular Myocyte Isolation. Animal studies were approved by the
Committee on the Use and Care of Animals at Complutense University and
conformed to the guidelines from Directive 2010/63/EU of the European
Parliament on the protection of animals used for scientific purposes. Single
ventricular myocytes isolated from male Sprague–Dawley rats by enzymatic
dissociation (17) were infected with lentiviral constructs encoding for human
Tbx20 WT or p.R311C.
Patch Clamping. Currents were recorded using the whole-cell patch-clamp
technique (15, 17, 18, 30). Series resistance was compensated manually using
the compensation unit of the Axopatch amplifier; ≥80% compensation was
achieved. No significant voltage errors (<5 mV) due to series resistance were
expected with the micropipettes used.
IKr, ICaL, and AP Recordings in hiPSC-CMs. Enriched and mature DF19-9-11T
hiPSC-CMs were generated as described elsewhere (13) and infected with the
lentiviral constructs coding WT or p.R311C Tbx20. Currents were recorded at
21 to 23 °C, and APs were recorded at 35 °C using the whole-cell patch-
clamp technique.
Western Blot Analysis. Cav1.2, Kir2.1, Kv7.1, minK, hERG, MiRP1, and Tbx20
proteins were detected in HL-1 cells transfected or not with Tbx20 WT or
p.R311C by Western blot following previously described procedures (17, 18).
Luciferase Gene Expression Reporter Assay. Luciferase reporter assays were
conducted in HL-1 cells transfected with pLightSwitch_Prom luciferase expression













reporter vectors carrying the minimal promoters of human SCN5A, SCN2B,
CACNA1C, KCNQ1, KCNE1, KCNH2, or KCNN3 (15, 18).
Tbx20 Silencing. For analysis of Tbx20 silencing, HL-1 cells were infected with
lentivirus-encoding shRNA Tbx20 or scrambled shRNA (17).
Statistical Analysis. Results are expressed as mean ± SEM. Unpaired t test or
one-way ANOVA followed by Newman–Keuls test was used where appro-
priate. In small-size samples (n < 15), statistical significance was confirmed by
using nonparametric tests. Comparisons between categorical variables were
done using Z test. To take into account repeated sample assessments, data
were analyzed with multilevel mixed-effects models. A value of P < 0.05 was
considered significant. Additional details are presented in SI Methods.
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SI Methods
Clinical Evaluation. The proband and his relatives were evaluated
by the Arrhythmia Unit of the Hospital Universitario La Paz. A
complete clinical evaluation, including electrocardiogram (ECG),
transthoracic echocardiogram, and exercise test, was performed
for each. The study was approved by the Investigation Committee
of the Hospital Universitario La Paz and conforms to the prin-
ciples outlined in the Declaration of Helsinki. Each participant
gave written informed consent.
Custom Sequencing Panel.We selected the 82 genes listed in Table S1.
In addition to genes already associated with primary arrhythmo-
genic syndromes, we included other genes encoding (i) constitutive
proteins of cardiac ion channels, (ii) proteins that participate in
cardiac channelosomes, and (iii) proteins whose involvement in the
modulation of ion-channel activity has been demonstrated (func-
tional studies) or suggested (genome-wide association studies).
Most of the genes associated with inherited structural cardiomy-
opathy diseases were excluded. Genes underlying catecholaminergic
polymorphic ventricular tachycardia were also excluded, because
patients with this condition were not genotyped. A HaloPlex custom
panel (216,105 kb) was designed using SureDesign (Agilent Tech-
nologies) and comprised the coding regions and untranslated
boundaries (5′ and 3′ UTRs and 10-bp extensions from the 5′ and 3′
ends) of the 82 genes selected. The coordinates of the sequence
data are based on the hg19 GRCh37 human genome reference.
Sample Preparation. Genomic DNA was extracted from whole
blood by using the DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) fol-
lowing the manufacturer’s protocol. DNA quantity and quality
were measured using a NanoDrop 2000 spectrophotometer and
Qubit 2.0 fluorometer (Thermo Fisher Scientific). Library con-
struction, quantification, template preparation, and sequencing
were carried out at NIMGenetics. The DNA libraries were
generated following the HaloPlex HS target enrichment pro-
tocol, starting from 3 μg of genomic DNA. Enriched libraries
were quantified by microfluidic analysis using the 2100 Bio-
analyzer (Agilent Technologies) and templated by an emulsion
PCR (OneTouch 2; Life Technologies) over Ion Sphere parti-
cles. Finally, DNA libraries were sequenced on an Ion Torrent
Personal Genome Machine (Life Technologies).
Bioinformatics. Signal processing, base calling, alignment, and
variant calling were performed on a PGM Torrent Server using
Torrent Suite software version 3.6.2 and the Genome Analysis
Toolkit (GATK).
Variants were annotated using Ion Reporter software. Variant
filtering and prioritization were performed with an in-house software
program and a local database. For each genetic variation identified,
minor allelic frequency was consulted in the Exome Variant Server
(evs.gs.washington.edu/EVS/) and 1000 Genomes database (www.
internationalgenome.org/). In addition, the Human Gene Mutation
Database (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php) was also consulted to
identify pathogenic mutations previously reported. To predict
pathogenicity, all variants were subjected to in silico analysis in-
cluding prediction programs such as SIFT (sift.jcvi.org), PolyPhen-2
(genetics.bwh.harvard.edu/pph2), and PROVEAN (provean.jcvi.
org/index.php). Alamut software was used for splicing prediction
(www.interactive-biosoftware.com). Candidate variants were visualized
using the Integrative Genomics Viewer (software.broadinstitute.org/
software/igv/).
Sanger Sequencing. Variants found in the proband and sister II:1
were confirmed by Sanger and identified in their relatives by the
same method (11). PCR products were purified using the illustra
ExoProStar 1-Step (GE Healthcare Life Sciences), and the
analysis was performed by direct sequencing using the Applied
Biosystems ABI Prism 3730 DNA sequencer (Secugen). The results
were compared with the reference sequence from hg19 by means of
Chromas Lite software (chromas.software.informer.com/2.4/).
Site-Directed Mutagenesis. Human TBX20 cDNA subcloned in
pCMV6-AC-GFP and the minimal promoter of human KCNN3
(WT and with the A-to-G substitution at −66 bp to the ATG)
were purchased from OriGene and Active Motif, respectively. The
p.R311C mutation in TBX20 and p.T152HfsX180 mutation in
KCNH2 were introduced using the QuikChange Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene) as previously described (11, 17, 30).
The mutations were confirmed by direct DNA sequencing.
Cell Culture and Transfection. HL-1 cells were cultured in 60-mm
gelatin/fibronectin-coated dishes at 37 °C in an atmosphere of
5% CO2/95% O2, with a humidity of ∼95%, as previously de-
scribed (15, 18). HL-1 cells were transfected with p.T152HfsX180
KCNH2 (0.5 or 1 μg) or with Tbx20 WT or p.R311C (2 μg) by
using Lipofectamine 2000 according to the manufacturer’s in-
structions (15, 18). Forty-eight hours after transfection, cells were
removed from the dish with a trypsin (1%) treatment (37 °C for
5 min). Chinese hamster ovary (CHO) cells were cultured as
previously described and transiently transfected with the cDNA
encoding WT and p.T152HfsX180 KCNH2 (0.5 to 1 μg) or
KCNN3 channels (1.6 μg) plus the cDNA encoding the CD8
antigen (0.5 μg) by using FuGENE X-tremeGENE (Roche Di-
agnostics) following the manufacturer’s instructions (11, 15, 17,
18, 30). Forty-eight hours after transfection, cells were incubated
with polystyrene microbeads precoated with anti-CD8 antibody
(Dynabeads M-450; Life Technologies). Most of the cells that were
beaded also had channel expression. To minimize the influence of
the expression variability of transiently transfected mammalian
cell lines, each construct was tested in a large number of cells
obtained from at least three different transfection batches.
Rat Ventricular Myocyte Isolation. Single ventricular myocytes
were isolated from hearts of three male Sprague–Dawley rats
(225–250 g) by enzymatic dissociation with collagenase type II
(Worthington) following previously described methods (17, 30).
Procedures conformed with the guidelines from Directive 2010/
63/EU of the European Parliament on the protection of animals
used for scientific purposes. In addition, the study was approved
by the University Committee on the Use and Care of Animals at
Complutense University. Rats were heparinized (1,000 U/kg i.p.)
and anesthetized with sodium pentobarbital (50 mg/kg i.p.).
Isolated myocytes were seeded on laminin-coated glass cover-
slips and infected with lentiviral constructs (in pLenti-C-mGFP
vector; OriGene) encoding for human Tbx20 WT or p.R311C 2 h
after plating (17). A multiplicity of infection (MOI) of 40 and 70
was used for Tbx20 WT and Tbx20 p.R311C, respectively. The
same stock of lentivirus was used for all of the experiments. In all
cases, currents were recorded 48 h after the infection, and in-
fected myocytes were identified by GFP fluorescence under
fluorescence microscopy (Eclipse TE2000S; Nikon).
Patch Clamping.Currents were recorded at room temperature (21 to
23 °C) using the whole-cell patch-clamp technique using an Axo-
patch 200B patch-clamp amplifier (Molecular Devices) (11, 15, 17,
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18, 30). Recording pipettes were pulled from 1.0-mm o.d. borosil-
icate capillary tubes (GD1; Narishige) using a programmable patch
micropipette puller (P-2000 Flaming/Brown; Sutter Instruments)
and heat-polished with a microforge (MF-83; Narishige). Micropi-
pette resistance was kept below 3.5 MΩ when filled with the in-
ternal solution and immersed in the external solution. In all of the
experiments, series resistance was compensated manually by using
the series resistance compensation unit of the Axopatch amplifier,
and ≥80% compensation was achieved. Uncompensated access
resistance and cell capacitance were 1.7 ± 0.8 MΩ and 62.1 ± 8.1 pF
(n = 75), 1.5 ± 0.6 MΩ and 12.2 ± 1.0 pF (n = 55), and 2.0 ±
0.9 MΩ and 122.0 ± 6.0 pF (n = 33) in HL-1, CHO, and rat
ventricular myocardial cells, respectively. Under our experimental
conditions, no significant voltage errors (<5 mV) due to series
resistance were expected with the micropipettes used.
To record hERG currents (IhERG), CHO cells were perfused
with an external solution containing 136 mmol/L NaCl, 4 mmol/L
KCl, 1.8 mmol/L CaCl2, 1 mmol/L MgCl2, 10 mmol/L Hepes, and
10 mmol/L glucose (pH 7.4 with NaOH). Recording pipettes were
filled with an internal solution containing 80 mmol/L K-aspartate,
42 mmol/L KCl, 10 mmol/L KH2PO4, 5 mmol/L MgATP, 3 mmol/L
phosphocreatine, 5 mmol/L Hepes, and 5 mmol/L EGTA (pH 7.2
with KOH). To record KCNN3 currents (IKCNN3), CHO cells were
perfused with an external solution containing 136 mmol/L NaCl,
4 mmol/L KCl, 1.8 mmol/L CaCl2, 1 mmol/L MgCl2, 10 mmol/L
Hepes, and 10 mmol/L glucose (pH 7.4 with NaOH). Recording
pipettes were filled with an internal solution containing 130 mmol/L
KCl, 1.08 mmol/L MgCl2, 10 mmol/L Hepes, 10 mmol/L EGTA,
and 8.751 mmol/L CaCl2, yielding a free (unchelated) [Ca
2+] of
1 μmol/L (pH 7.2 with KOH) (19, 20, 31).
To record INa in HL-1 cells, the external solution contained (17)
100 mmol/L NaCl, 50 mmol/L CsCl, 1.5 mmol/L MgCl2, 1 mmol/L
CaCl2, 5 mmol/L Hepes, 5 mmol/L glucose, and 1 μmol/L nifedipine
(pH 7.35 with CsOH). Recording pipettes were filled with an internal
solution containing 10 mmol/L NaF, 110 mmol/L CsF, 20 mmol/L
CsCl, 10 mmol/L Hepes, and 10 mmol/L EGTA (pH 7.35 with
CsOH). To record ICaL in HL-1 cells, Ba
2+ was used as a charge
carrier (IBa) (15, 18). In these experiments, the external solution
contained 137 mmol/L N-methyl-D-glucamin, 12 mmol/L CsCl,
20 mmol/L BaCl2, 1 mmol/L MgCl2, 10 mmol/L Hepes, and
10 mmol/L glucose (pH 7.4 with HCl), whereas the internal solution
contained 125 mmol/L CsCl, 20 mmol/L tetraethylammonium chlo-
ride (TEA·Cl), 5 mmol/L MgATP, 3.6 mmol/L phosphocreatine,
10 mmol/L Hepes, and 10 mmol/L EGTA (pH 7.2 with CsOH). To
record If in HL-1 cells and IK1 in cultured adult rat ventricular
myocytes, the external solution contained 120 mmol/L NaCl,
20 mmol/L KCl, 1 mmol/L CaCl2, 1 mmol/L MgCl2, 10 mmol/L
Hepes, 2 mmol/L 4-aminopyridine, 10 mmol/L glucose, 1 μmol/L
nifedipine, 1 μmol/L atropine, and 10 μmol/L glibenclamide (pH 7.4
with NaOH). Recording pipettes were filled with an internal solution
containing 80 mmol/L K-aspartate, 42 mmol/L KCl, 10 mmol/L
KH2PO4, 5 mmol/L MgATP, 3 mmol/L phosphocreatine, 5 mmol/L
Hepes, and 5 mmol/L EGTA (pH 7.2 with KOH). For If recordings,
the external solution was supplemented with 100 μmol/L BaCl2.
To record outward K+ currents in HL-1 cells, the external
solution contained (15, 18) 140 mmol/L NaCl, 4 mmol/L KCl,
1 mmol/L CaCl2, 1 mmol/L MgCl2, 10 mmol/L Hepes, 10 mmol/L
glucose, 2 mmol/L 4-aminopyridine, 1 μmol/L nifedipine, and
0.1 μmol/L atropine (pH 7.4 with NaOH). The internal solution
contained 80 mmol/L K-aspartate, 42 mmol/L KCl, 10 mmol/L
KH2PO4, 5 mmol/L MgATP, 3 mmol/L phosphocreatine, 5 mmol/L
Hepes, and 5 mmol/L EGTA (pH 7.2 with KOH).
To record IK1 in cultured rat ventricular myocytes, the external
solution contained (17) 120 mmol/L NaCl, 20 mmol/L KCl,
1 mmol/L CaCl2, 1 mmol/L MgCl2, 10 mmol/L Hepes, 2 mmol/L
4-aminopyridine, 10 mmol/L glucose, 1 μmol/L nifedipine, 1 μmol/L
atropine, and 10 μmol/L glibenclamide (pH 7.4 with NaOH).
Recording pipettes were filled with an internal solution containing
80 mmol/L K-aspartate, 42 mmol/L KCl, 10 mmol/L KH2PO4,
5 mmol/L MgATP, 3 mmol/L phosphocreatine, 5 mmol/L Hepes,
and 5 mmol/L EGTA (pH 7.2 with KOH).
IhERG was recorded by applying 5-s pulses in 10-mV incre-
ments from a holding potential of −80 mV to potentials between
−80 and +60 mV (11, 18). Between −80 and −40 mV, only
passive linear leak was observed, and least-squares fits to these
data were used for passive leak correction. Current–voltage
curves were constructed by plotting the current amplitude
measured at the end of the depolarizing pulses as a function of
membrane potential. Deactivating tail currents were recorded at
−60 mV, and the activation curves were constructed by plotting
peak tail current amplitudes as a function of the voltage of the
preceding pulse. IKCNN3 was recorded by applying a human
ventricular endocardial action-potential (AP) waveform (19, 20,
31). INa was recorded by applying 20-ms pulses in 5-mV incre-
ments from a holding potential of −120 mV to potentials ranging
between −90 and +30 mV (17). Inactivation curves were recorded
by applying 500-ms pulses from −120 mV to potentials between
−130 and −30 mV in 5-mV increments followed by a test pulse to
−20 mV. Availability curves were constructed by plotting the cur-
rent amplitude recorded with the test pulse at −20 mV as a
function of the membrane potential of the preceding pulse. To
record persistent INa (INaL), 500-ms pulses from −120 to −20 mV
were applied.
To obtain current–voltage relationships for IBa, 500-ms pulses in
10-mV increments from −30 mV to potentials between −40 and
+70 mV were applied (15, 18). Activation curves for IBa were con-
structed by plotting the normalized conductance as a function of the
membrane potential. To obtain the inactivation curves for IBa, a two-
step protocol was used consisting of a first 500-ms conditioning pulse
from −30 mV to potentials between −50 and +20 mV, followed by a
500-ms test pulse to +20 mV. Inactivation curves were constructed by
plotting the current amplitude obtained with the test pulse normal-
ized to the largest current, as a function of the voltage command of
the conditioning pulse. To record If in HL-1 cells, 2-s pulses from −30
to potentials between −150 and 0 mV in 10-mV steps were applied.
In HL-1 cells, IKr was recorded by applying 5-s pulses from −80
to potentials between −80 and +60 mV, followed by repolarizing
pulses to −60 mV to record the tail currents (18). After control
recordings were obtained, cells were perfused with dofetilide
(1 μmol/L) (10) and currents in the presence of dofetilide were
subtracted from the control currents. Therefore, IKr was measured
as the dofetilide-sensitive current. Activation curves for IKr were
constructed by plotting the peak density of tail currents recorded
at −60 mV, as a function of the voltage of the preceding pulse.
Dofetilide-resistant current (IKs) was recorded by applying 5-s
pulses from −80 to potentials ranging between −80 and +60 mV,
followed by repolarizing pulses to −30 mV to record the tail
currents (18). Voltage-dependent IKs activation was assessed by
constructing conductance–voltage curves plotting the normalized
conductance as a function of the membrane potential.
The protocol to record rat ventricular IK1 consisted of 250-ms
steps that were imposed in 10-mV increments from −40 mV to
potentials ranging between −100 and +30 mV (17, 30).
A Boltzmann function was fitted to activation/conductance–
voltage and inactivation curves to obtain the midpoint (Vh) and
slope (k) values of the conductance. In each experiment, current
amplitudes were normalized to membrane capacitance to obtain
current densities.
In another group of experiments, HL-1 cells were infected with
two lentiviral constructs encoding for mouse Tbx20 (NM_194263)-
silencing shRNA (A: 5′-GCCAATGCCTTCTCCATCGCCGCGCT-
TAT-3′; B: 5′-GGAGTGGATCCTGAGTCCAAGTATATAGT-3′)
together with GFP or with a scrambled shRNA (OriGene).
Lentivirus-encoding shRNA constructs were amplified, purified,
and titered using previously described protocols (17). For Tbx20
silencing, an MOI of 15 and 80 was used for shRNA Tbx20 and
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scrambled lentiviral constructs, respectively. Silencing of Tbx20
expression was confirmed by Western blot analysis following the
procedures described below. The same stock of shRNA Tbx20
constructs and scrambled shRNA was used for all of the experi-
ments. In all cases, currents were recorded 48 h after the infection;
infected cells were identified by GFP fluorescence under fluores-
cence microscopy (Eclipse TE2000S; Nikon).
Currents and Action Potential Recordings in hiPSC-Derived Cardiomyocytes.
The DF19-9-11T human induced pluripotent stem cell (hiPSC) line
was derived from foreskin fibroblasts without integration of vector
and transgene sequences (13). DF19-9-11T hiPSCs were plated
on Matrigel-coated (500 μg/mL; BD Biosciences) transparent poly-
dimethylsiloxane membranes for cardiac-directed differentiation as
previously described (13). Differentiation medium (EB-20) consisted
of 80% (vol/vol) DMEM/F12, 0.1 mmol/L β-mercaptoethanol, 20%
(vol/vol) FBS, and 10 μmol/L blebbistatin (13). Once differentiated,
cells were dissociated from the culture using gentle mechanical agi-
tation and seeded on laminin-coated glass coverslips and infected
with the lentiviral constructs encoding Tbx20 WT or Tbx20 p.R311C
(MOI 40 and 70, respectively). In each case, the same stock of len-
tivirus was used for all of the experiments. Currents and action po-
tentials were recorded 48 h after the infection; infected myocytes
were identified by GFP fluorescence under fluorescence microscopy
(Eclipse TE2000S; Nikon). Ion currents and action potentials were
recorded at room temperature (21 to 23 °C) and at 35 °C, re-
spectively, using the whole-cell patch-clamp technique and a Multi-
Clamp 700B amplifier (Molecular Devices). Recording pipettes
were pulled using a programmable patch micropipette puller (P-97
Flaming/Brown; Sutter Instruments) and heat-polished with a
microforge (MF-83; Narishige). Micropipette resistance was kept
below 3.5 MΩ for current recordings or between 4 and 6 MΩ for
action-potential recordings. In all experiments, series resistance
and cell capacitance were compensated automatically. The exter-
nal solution for IKr recordings contained (6, 8, 10) 140 mmol/L
NaCl, 5.4 mmol/L KCl, 1 mmol/L MgCl2, 15 mmol/L Hepes,
5 mmol/L 4-aminopyridine, 5 mmol/L glucose, 0.2 mmol/L CdCl2,
0.5 mmol/L BaCl2, and 1.8 mmol/L CaCl2 (pH 7.4 with NaOH).
Recording pipettes were filled with an internal solution containing
150 mmol/L KCl, 4.46 mmol/L K2ATP, 5 mmol/L phosphocrea-
tine, 5 mmol/L Hepes, 5 mmol/L EGTA, 1 mmol/L MgCl2, and
2 mmol/L β-hydroxybutyric acid (pH 7.2 with KOH). The external
solution for ICaL recordings contained 137 mmol/L NaCl, 5.4 mmol/L
CsCl, 1.25 mmol/L MgCl2, 10 mmol/L Hepes, 1.2 mmol/L CaCl2,
and 5.5 mmol/L glucose (pH 7.35 with NaOH). Recording pipettes
were filled with an internal solution containing 120 mmol/L
CsCl, 20 mmol/L TEA·Cl, 1 mmol/L MgCl2, 5.2 mmol/L MgATP,
10 mmol/L Hepes, and 10 mmol/L EGTA (pH 7.2 with CsOH).
The protocol to record IKr consisted of 3-s pulses from −60
mV to potentials between −40 and +60 mV in 10-mV incre-
ments, followed by a repolarizing pulse to −60 mV to record tail
currents (11, 18). IKr was measured as current sensitive to
dofetilide (1 μmol/L). To record ICaL, 200-ms pulses from −50 to
+60 mV in 10-mV steps were applied (15, 18). A 50-ms prepulse
from −80 to −30 mV was applied before each test pulse to ac-
tivate and inactivate INa.
To record action potentials, the external solution contained (13,
32) 148 mmol/L NaCl, 0.4 mmol/L NaH2PO4, 1 mmol/L MgCl2,
5.5 mmol/L glucose, 5.4 mmol/L KCl, 15 mmol/L Hepes, and
1 mmol/L CaCl2 (pH 7.4 with NaOH), whereas the internal solution
contained 150 mmol/L KCl, 4.46 mmol/L K2ATP, 5 mmol/L phos-
phocreatine, 5 mmol/L Hepes, 1 mmol/L EGTA, 1 mmol/L MgCl2,
and 2 mmol/L β-hydroxybutyric acid (pH 7.2 with KOH). Cells were
stimulated at 0.1 to 2 Hz in current-clamp configuration, using
square wave pulses (amplitude 30 to 50 pA; duration 4 ms) gener-
ated by a DS8000 digital stimulator (World Precision Instruments).
Western Blot Analysis. Detection of Cav1.2, Kir2.1, Kv7.1, minK,
hERG, and MiRP1 proteins was carried out in HL-1 cells
transfected or not with Tbx20 WT or p.R311C by Western blot
following previously described procedures (15, 17, 18, 30). HL-1
cells were collected inRIPAbuffer containing 50mmol/LTris·HCl,
500 mmol/L NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.5% sodium deoxycholate,
and protease inhibitor mixture (Sigma). Nuclei and cell debris were
removed by centrifugation at 9,164 × g for 20 min at 4 °C. The total
protein amount of the extracts was calculated with the bicincho-
ninic acid method (Pierce). Afterward, samples were run on 10%
Mini-PROTEAN TGX stain-free gels (Bio-Rad) and transferred
to nitrocellulose membranes. Nonspecific binding sites were
blocked with 5% nonfat dried milk in PBS with Tween 20 (0.05%)
for 1 h at room temperature. Membranes were then incubated
with anti-Cav1.2 (1:1,000; clone L57/46; NeuroMab), anti-Kir2.1
(1:500; Alomone), anti-Kv7.1 (1:250; Sigma), anti-minK (1:250;
Abcam), anti-hERG (1:3,000; Alomone), anti-MiRP1 (1:600;
Sigma), and anti-Tbx20 (1:200; Abcam) antibodies overnight at
4 °C and then for 1 h with peroxidase-conjugated goat anti-
rabbit or anti-mouse secondary antibodies (1:10,000; Jackson
ImmunoResearch). Membranes were washed three times with
PBS/Tween after adding the primary and secondary antibodies.
Protein expression was detected by chemiluminescence (ECL; GE
Healthcare) and visualized using the ChemiDoc MP System and
Image Lab 5.2.1 software (Bio-Rad). As loading control, the total
protein was used by means of stain-free gels (Bio-Rad) and Image
Lab software (15, 17, 18, 30). Expression of the proteins in the
immunoblot was then normalized to total protein.
Luciferase Gene Expression Reporter Assay.For luciferase reporter assays
(15, 18), HL-1 cells were seeded in 96-well plates and cultured as
mentioned above. Cells were transfected with pLightSwitch_Prom
luciferase expression reporter vectors (Active Motif) carrying the
minimal promoters of human SCN5A, SCN2B, CACNA1C, KCNQ1,
KCNE1, KCNH2, or KCNN3 (WT or mutated). In these experi-
ments, cells were cotransfected with 100 ng of an empty vector,
Tbx20 WT, or p.R311C. The effects of the cotransfection of
Tbx20 WT and p.R311C (100 ng each) in cells expressing the
pLightSwitch_Prom luciferase expression reporter vector carrying the
KCNH2 promoter were also determined. In some experiments, SP1
was used as positive control. Forty-eight hours after transfection,
luciferase assays were conducted using the LightSwitch Luciferase
Assay Reagent (Active Motif) and a Berthold luminometer (15, 18).
Luciferase activity was normalized to sample protein concentration.
All reporter assays were performed in triplicate.
Mathematical Modeling of Ventricular Action Potential.For simulating
the shapes of ventricular action potentials, we used the Grandi–
Bers model of a human ventricular AP previously validated and
used for similar purposes (11, 32). Simulated APs were imple-
mented with MATLAB 6.5 (MathWorks) using the ode15s in-
tegration algorithm. Epicardial and endocardial model cells were
paced at different frequencies ranging from 0.1 to 3 Hz, and
currents and ionic concentrations were allowed to stabilize for at
least 200 cycles. Under these conditions the model was stable.
Themodel was run under basal conditions and by incorporating
the specific changes in conductance, time constants, and acti-
vation/inactivation curves demonstrated in the functional anal-
yses of p.T152HfsX180 KCNH2 and p.R311C Tbx20 mutations.
Statistical Analysis. Results are expressed as mean ± SEM. Un-
paired t test or one-way ANOVA followed by Newman–Keuls
test was used where appropriate. In small-size samples (n < 15),
statistical significance was confirmed by using nonparametric
tests. Comparisons between categorical variables were done us-
ing Z test. To take into account repeated sample assessments,
data were analyzed with multilevel mixed-effects models. A value
of P < 0.05 was considered significant.
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II:6 (basal ECG)
II:6 (after adrenaline)
Fig. S1. Twelve lead ECGs of sister II:6 under basal conditions (Top) and after adrenaline bolus injection (Bottom) (paper speed 25 mm/s). Basal ECG shows
normal PR (140 ms), QRS (90 ms), sinus bradycardia (48 bpm), and low-voltage wide QT waves (QTc 460 ms). As shown, the adrenaline test was positive, because
QTc was prolonged to 618 ms, the amplitude of the T waves exhibited alternance, and polymorphic ventricular extrasystoles were developed. Adrenaline tests
were developed in all relatives following the protocol described by Shimizu et al. (33).





























































Fig. S2. (A and B) IKr traces (A) and mean activation curves (B) recorded in IKr-predominant HL-1 cells infected with lentivirus encoding either a negative
control (Scrambled) or short hairpin RNA (shRNA) Tbx20 for silencing Tbx20 by applying the pulse protocol (Top). In B, results are expressed as mean ± SEM of n
experiments. *P < 0.05 vs. cells infected with scrambled shRNA. (C) Representative immunoblots after detection of Tbx20 (arrow) immunoreactivity and
chemiluminescence (Left) in HL-1 cells cultured for 48 h with lentivirus-encoding scrambled or shRNA Tbx20 (17). The corresponding stain-free gel is depicted
(Right) to show the total protein. To further confirm the transcriptional effect of Tbx20 on the KCNH2 gene, IKr was recorded in HL-1 cells in which endogenous
Tbx20 was silenced with lentiviral constructs containing shRNA for Tbx20 together with GFP (A and B). Control cells were infected with a lentivirus containing a
scrambled shRNA and GFP. Western blot analysis demonstrates that 48 h postinfection, Tbx20 expression was decreased by 58% (C). As can be observed in A
and B, peak IKr tail density was markedly (by ∼75%) and significantly decreased in Tbx20-silenced cells compared with those cells infected with the scrambled


























































































































Fig. S3. Western blot images and their corresponding total protein gels showing Kv7.1, minK, Kir2.1, and Cav1.2 expression (arrows) in HL-1 cells transfected
or not with Tbx20 WT or p.R311C. As depicted in A and C, the presence of any form of Tbx20 did not modify either Kv7.1 or Kir2.1 protein expression compared
with untransfected cells. On the other hand, B displays that both WT and p.R311C Tbx20 increased minK expression in HL-1 cells. Finally, D shows that both WT
and p.R311C similarly increased Cav1.2 expression in accordance with the increase in the ICaL density observed in the electrophysiological experiments.
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Fig. S4. (A) IBa traces recorded in HL-1 cells transfected or not with WT or p.R311C Tbx20 by applying the pulse protocol (Top). (B and C) Current density–
voltage relationships (B) and steady-state inactivation (C) for IBa recorded in the three experimental groups. (D) Mean densitometric analysis of Cav1.2 levels
normalized to total protein. Each point/bar represents the mean ± SEM of n cells or N dishes of cells in each group. *P < 0.05 vs. Tbx20 (-). In these experiments,
ICaL was measured using Ba
2+ as a charge carrier (15, 18). WT Tbx20 slightly but significantly increased the IBa density (A and B) (n ≥ 9, P < 0.05). Moreover,
p.R311C Tbx20 also increased the IBa density similar to Tbx20 WT (n = 7, P > 0.05 vs. Tbx20 WT). However, neither WT nor mutated Tbx20 affected the voltage
dependence of activation or inactivation of the channel (C) (Table S3). Western blot analysis in HL-1 cells (D) (Fig. S3) demonstrated that both WT and p.R311C
Tbx20 significantly and similarly increase Cav1.2 expression, consistent with the presence of the Tbx20 binding site in the mouse, but not the human, CACNA1C
gene promoter (Table S4).
















































































































Fig. S5. Functional analysis of the c.-66A>G variation of KCNN3. (A) Pedigree of the studied family. The arrow indicates the proband. Circles and squares represent
females and males, respectively. + and – represent subjects with and without the 5′ UTR KCNN3 mutation, respectively. (B) DNA sequence chromatograms of the
proband (II:4), sister II:6, and nephew III:1 depicting the heterozygous c.-66A>G variation at the 5′ UTR of the KCNN3 gene. (C, Top) Current trace elicited by AP
command signals (Upper) as the voltage protocol recorded in CHO cells expressing SK3 channels. (C, Bottom) Current elicited in CHO cells expressing SK3 channels
by applying a ramp pulse from ‒100 to +50 mV. (D) Normalized luciferase activity in HL-1 cells expressing the pLightSwitch_Prom luciferase expression reporter
vector carrying the human KCNN3 promoter in its WT or mutated form cotransfected with SP1. (E) Normalized luciferase activity in HL-1 cells expressing the
pLightSwitch_Prom luciferase expression reporter vector carrying the human KCNN3 promoter in its WT or mutated form, cotransfected with Tbx20(-), Tbx20 WT,
or Tbx20 p.R311C. InD and E, bars represent mean ± SEM of five independent batches of cells for each group. In D, *P < 0.05 vs. Control. In E, *P < 0.05 vs. Tbx20 (-).
The proband, sister II:6, and nephew III:1 also carry a variation at the 5′ UTR of the KCNN3 gene (NM_001204087.1:c.-66A>G) that encodes the α-subunit of the
small-conductance Ca2+-activated K+ channel type 3 (SK3) (19) (A and B). This variation has already been annotated (rs76040784). Luciferase experiments dem-
onstrated that expression of mutated KCNN3 cannot be activated by SP1 or Tbx20 (D), whose binding sites are present in the human gene promoter (Table S4). (E)
Tbx20 WT slightly but significantly increased the expression of KCNN3 (n = 5, P < 0.05), whereas p.R311C did not (n = 5, P < 0.05). Moreover, Tbx20, either WT or
mutated, did not modify the expression of mutated KCNN3. CHO cells transiently transfected with KCNN3 cDNAwere stimulated with pulses, with the morphology
of endocardial APs recorded in human ventricular samples (C, Top). Time dependence of the SK3 conductance resembles the AP morphology, because it is almost
linear to the voltage at this range of membrane potentials (see current elicited by ramp pulses in C, Bottom). The c.-66A>G variation completely abolished KCNN3
transcription, thus leading to haploinsufficiency. SK3 channels are detected in human ventricles, even though their presence seems to be much more abundant in
human atria (31). In fact, treatment of human multicellular ventricular preparations with apamin (a selective SK blocker) does not modify APD (20). If SK3 channels
actually participated in ventricular repolarization, the KCNN3 variant would further decrease the ventricular repolarization reserve in the carriers. Additionally, the
proband also carries a SNP already described in KCND2 that encodes Kv4.2 channels, which are expressed in the human ventricular myocardium and contribute to
the transient outward K current (Ito) (Table S2). However, this SNP is present in a deep intronic region of the gene and is suspected not to affect its expression.
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Table S1. List of 82 genes included in the custom sequencing panel
No. Gene Protein name Location
1 ABCC9 ATP-binding cassette, subfamily C (CFTR/MRP), member 9 (SUR2) 12p12.1
2 ACE Angiotensin II converting enzyme 17q23.3
3 ADRB1 Beta-1 adrenoreceptor 10q24-q26
4 ADRB2 Beta-2 adrenoreceptor 5q31-q32
5 AKAP9 A kinase (PRKA) anchor protein (yotiao) 9 7q21-q22
6 ANK2 Ankyrin 2 4q25-q27
7 CACNA1C Calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1C subunit 12p13.3
8 CACNA1D Calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1D subunit 3p14.3
9 CACNA1G Calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1G subunit 17q22
10 CACNA1H Calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1H subunit 16p13.3
11 CACNA2D1 Calcium channel, voltage-dependent, alpha 2/delta subunit 1 7q21-q22
12 CACNB2 Calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit 10p12
13 CALM1 Calmodulin 1 (phosphorylase kinase, delta) 14q32.11
14 CALM2 Calmodulin 2 (phosphorylase kinase, delta) 2p21
15 CASQ2 Calsequestrin 2 (cardiac muscle) 1p13.3-p11
16 Cav3 Caveolin 3 3p25
17 CDKN1A Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1) 6p21.1
18 CDKN1C Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57, Kip2) 11p15.5
19 CHRM2 Cholinergic receptor, muscarinic 2 7q35-q36
20 DLG1 Discs, large homolog 1 (SAP97) 3q29
21 DPP6 Dipeptidyl-peptidase 6 7q36.2
22 FGF13 Fibroblast growth factor 13 Xq26.3
23 GATA4 GATA binding protein 4 8p23.1-p22
24 GJA1 Gap junction protein, alpha 1, 43 kDa (Cx43) 6q22-q23
25 GJA5 Gap junction protein, alpha 5, 40 kDa (Cx40) 1q21.1
26 GPC5 Glypican 5 13q32
27 GPD1L Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1-like 3p22.3
28 HAND1 Heart and neural crest derivatives expressed 1 5q33
29 HCN1 Hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 1 5p12
30 HCN2 Hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 2 19p13
31 HCN3 Hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 3 1q21.2
32 HCN4 Hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 4 15q24.1
33 IRX5 Iroquois homeobox 5 16q12.2
34 KCNA4 Potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 4 11p14
35 KCNA5 Potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 5 12p13
36 KCNA7 Potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 7 19q13.3
37 KCNB1 Potassium voltage-gated channel, Shab-related subfamily, member 1 20q13.2
38 KCNB2 Potassium voltage-gated channel, Shab-related subfamily, member 2 8q13.2
39 KCND2 Potassium voltage-gated channel, Shal-related subfamily, member 2 7q31
40 KCND3 Potassium voltage-gated channel, Shal-related subfamily, member 3 1p13.2
41 KCNE1 Potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 1 21q22.1-q22.2
42 KCNE1L Potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 1-like Xq22.3
43 KCNE2 Potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 2 21q22.1
44 KCNE3 Potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 3 11q13.4
45 KCNE4 Potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 4 2q36.1
46 KCNH2 Potassium voltage-gated channel, subfamily H (eag-related), member 2 7q36.1
47 KCNIP2 Kv channel interacting protein 2 10q24.32
48 KCNJ11 Potassium inwardly rectifying channel, subfamily J, member 11 (Kir6.2) 11p15.1
49 KCNJ12 Potassium inwardly rectifying channel, subfamily J, member 12 (Kir2.2) 17p11.1
50 KCNJ2 Potassium inwardly rectifying channel, subfamily J, member 2 (Kir2.1) 17q24.3
51 KCNJ3 Potassium inwardly rectifying channel, subfamily J, member 3 (Kir3.1) 2q24.1
52 KCNJ4 Potassium inwardly rectifying channel, subfamily J, member 4 (Kir2.3) 22q13.1
53 KCNJ5 Potassium inwardly rectifying channel, subfamily J, member 5 (Kir3.4) 11q24
54 KCNJ8 Potassium inwardly rectifying channel, subfamily J, member 8 (Kir6.1) 12p12.1
55 KCNN3 Potassium intermediate/small-conductance calcium-activated channel,
subfamily N, member 3
1q21.3
56 KCNQ1 Potassium voltage-gated channel, KQT-like subfamily, member 1 11p15.5
57 KCNV1 Potassium channel, subfamily V, member 1 8q23.2
58 NCS1 Neuronal calcium sensor 1 9q34.11
59 NOS1 Nitric oxide synthase 1 (neuronal) 12q14-qter
60 NOS1AP Nitric oxide synthase 1 (neuronal) adaptor protein 1q23.3
61 PITX2 Paired-like homeodomain 2 4q25
62 PLN Phospholamban 6q22.1
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Table S1. Cont.
No. Gene Protein name Location
63 PRKAG2 Protein kinase, AMP-activated, gamma 2 noncatalytic subunit 7q35-q36
64 PRKCA Protein kinase C, alpha 17q22-q24
65 PRMT3 Protein arginine methyltransferase 3 11p15.1
66 PRMT5 Protein arginine methyltransferase 5 14q11.2
67 RANGRF RAN guanine nucleotide release factor (MOG1) 17p13
68 SCN10A Sodium channel, voltage-gated, type X, alpha subunit 3p22.2
69 SCN1B Sodium channel, voltage-gated, type I, beta subunit 19q13.12
70 SCN2B Sodium channel, voltage-gated, type II, beta subunit 11q22-qter
71 SCN3B Sodium channel, voltage-gated, type III, beta subunit 11q24.1
72 SCN4B Sodium channel, voltage-gated, type IV, beta subunit 11q23.3
73 SCN5A Sodium channel, voltage-gated, type V, alpha subunit 3p21
74 SCN8A Sodium channel, voltage gated, type VIII, alpha subunit 12q13.1
75 SLMAP Sarcolemma associated protein 3p21.2-p14.3
76 SNTA1 Syntrophin, alpha 1 (dystrophin-associated protein A1,
59 kDa, acidic component)
20q11.2
77 STRN Striatin, calmodulin binding protein 2p22.2
78 TBX20 T box 20 7p14.3
79 TBX3 T box 3 12q24.1
80 TBX5 T box 5 12q24.1
81 TRPM4 Transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 4 19q13.3
82 TRDN Triadin 6q22.31
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Table S4. Presence of the Tbx20 binding site in human and mouse promoter sequences of genes encoding











ABCC9 XM_005253288.2 No NM_021042 No
CACNA1C XM_011521022.1 No NM_009781 −1884
CACNA1G NM_001256325.1 No NM_009783.3 No
CACNA1H NM_021098.2 No NM_021415.4 No
CACNA2D1 NM_000722.3 No NM_009784 No
CACNB2 NM_201590.2 No NM_023116 No
GATA4 NM_002052.3 No NM_008092.3 No
GATA5 NM_080473.4 No NM_008093.2 No
HCN1 NM_021072.3 No NM_010408 No
HCN2 NM_00194.3 No NM_008226 −2037
HCN3 NM_020897.2 No NM_008227.1 No
HCN4 NM_005477.2 No NM_001081192 No
IRX1 NM_024337.3 No NM_010573.2 No
IRX4 NM_001278632.1 No NM_018885.2 No
IRX5 NM_005853.5 No NM_018826.2 No
KCNE1 NM_000219.5 −544 NM_008424.3 −865/−790
KCNE2 NM_172201.1 −467 NM_134110.3 No
KCNE3 NM_005472.4 No NM_001190869.1 No
KCNH2 NM_000238.3 +161 NM_013569.2 +88
KCNJ11 NM_001166290.1 −678 NM_001204411.1 No
KCNJ12 NM_021012.4 No NM_010603.6 −2546
KCNJ2 NM_000891.2 No NM_008425 No
KCNJ3 NM_002239.3 No NM_008426 No
KCNJ4 NM_152868.2 No NM_008427.4 −1984
KCNJ5 NM_000890.3 No NM_010605.4 −2721
KCNJ8 NM_004982.3 −572 NM_008428 −783
KCNN3 NM_002249.5 −550 NM_080466.2 −1259
KCNQ1 NM_000218.2 No NM_008434 −1992/−2474
MEF2C NM_001193350.1 No NM_001170537.1 No
NKX2.5 NM_004387.3 No NM_008700.2 No
SCN1B NM_001037.4 No NM_011322 No
SCN2B NM_004588.4 −314 NM_001014761 −576
SCN3B XM_011542897.1 No NM_178227 −496
SCN4B NM_001142348.1 No NM_001013390 −2999/−1149
SCN5A NM_001160161.1 No NM_021544.4 No
TBX5 NM_181486.2 No NM_011537.3 No
TBX20 NM_001077653.2 No NM_194263.2 No
Mouse and human promoter sequences were obtained from epd.vital-it.ch and switchgeargenomics.com/products/promoter-reporter-
collection, respectively. Human sequences include positions ∼−800 to +200, whereas mouse sequences include positions ∼−3000 to +200.
Positions were numbered with respect to the transcription start site (+1). Rat KCNJ2 promoter sequence (XM_006247567.2) does not
exhibit the Tbx20 consensus binding site.
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